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Referat: 
Andrologische Forschungsarbeiten der letzten Jahre beweisen, dass einzelne, aus 
somatischen Zellen bekannte Apoptose-typische Veränderungen bei humanen Spermien 
einen negativen Einfluss auf die Fertilität des Mannes haben. Umstritten ist, ob es sich dabei 
nur um einen abortiven Zelltod als Zeichen einer Reifungsstörung während der 
Spermatogenese handelt oder ob Apoptose auch in reifen Spermien induzierbar ist.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch Untersuchungen zur Induzierbarkeit der Apoptose 
in reifen und unreifen Spermatozoen die vollständige Funktionalität verschiedener 
Signalkaskaden sowie deren Umsetzung in morphologische Veränderungen aufzudecken. 
Darüber hinaus sollte die Rolle des intrazellulären Calciumspiegels als möglicher 
Interaktionspartner zwischen Akrosomreaktion und Apoptose geklärt werden, um 
Informationen über die Zukunft der nicht fertilisierenden Spermien im weiblichen Genitaltrakt 
zu erlangen.  
In den vorliegenden Versuchsreihen konnte erstmals die gezielte Induktion der Apoptose in 
reifen und unreifen Spermatozoen anhand biochemischer und elektronenmikroskopischer 
Untersuchungen nachgewiesen werden. Dabei wurde ausführlich die erfolgreiche 
Aktivierung mehrerer intrinsischer Apoptosesignalwege in reifen Spermien gezeigt, deren 
Initiation entweder auf den Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembranen, auf eine 
veränderte intrazelluläre Calciumkonzentration oder auf das Einwirken von oxidativem 
Stress zurückzuführen war. Zudem konnten Erkenntnisse zum antioxidativen 
Schutzmechanismus von Spermien gewonnen werden, welcher die Spermien gegenüber 
einer spezifischen Menge an H2O2 vor oxidativem Stress-bedingter Apoptose bewahrt. 
Sowohl die Apoptose als auch die Akrosomreaktion waren durch die Zugabe eines 
Calciumchelators blockierbar. 
Die Initiation des programmierten Zelltodes in Spermien durch einen Anstieg der 
intrazellulären Calciumkonzentration erklärt zudem eine weitere wichtige Funktion dieses 
Prozesses: das Absterben von akrosomenreagierten Spermien bei nicht erfolgter 
Fertilisation im weiblichen Genitaltrakt. Die Theorie einer rein abortiven Apoptose als Folge 
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Der Wunsch eine Familie zu gründen und Kinder zu zeugen ist ein nahezu universelles 
Verlangen des Erwachsenseins und ein essentieller Bestandteil des Lebensplanes der 
meisten Menschen (Lampic et al. 2006). Die Fortpflanzung ist jedoch weniger vom Willen 
der Betroffenen abhängig als viel mehr von deren reproduktiver Gesundheit. Diese ist von 
der WHO deklariert als die Freiheit von Krankheiten und Störungen der 
Fortpflanzungsfunktionen, sowohl des Mannes als auch der Frau. Eine ausbleibende 
Konzeption trotz ungeschützten Geschlechtsverkehrs über eine Dauer von zwölf Monaten 
wird bereits als Infertilität bezeichnet (Irvine 1998, Rowe et al. 1993).  
Derzeit wird davon ausgegangen, dass in Europa jedes sechste Paar im reproduktiven Alter 
mit hegendem Kinderwunsch von einer Infertilität betroffen ist und medizinische Betreuung 
aufsucht (Stanford 2013, Thoma et al. 2013). In 40 – 50 % der Fälle ist dabei der Ursprung 
beim Mann zu suchen. Es zeigt sich somit eine Prävalenz der männlichen Infertilität von ca. 
8 %. Damit übersteigt diese sogar die oft als „Volkskrankheit“ bezeichnete Erkrankung 
Diabetes mellitus, deren Prävalenz in Deutschland bei geschätzten 7,2 % liegt (Heidemann 
et al. 2013, National Collaborating Centre for Women's and Children's Health 2013, 
Nieschlag et al. 2009). Zudem kommt es aufgrund des modernen Lebensstils vieler Paare 
zu einer Verschiebung der Schwangerschaft in ein höheres Lebensalter, indem sich für die 
Frauen die letzten reproduktiven Jahre befinden. Daraus ergibt sich ein erhöhtes Risiko der 
männlichen Infertilität (Hoßmann et al. 2008, Rostami et al. 2014). Sie ist eine bedeutende 
und multifaktorielle Erkrankung mit einer weltweit ansteigen Prävalenz, sowohl in Ländern 
mit hohem als auch niedrigem Einkommen (Petraglia et al. 2013). 
Zur Bewertung der männlichen Fertilität erfolgt eine Untersuchung des Ejakulates. Bei 
einem sogenannten klassischen Spermiogramm werden lichtmikroskopisch die Anzahl, die 
Motilität, die Vitalität und die Morphologie der Spermien erfasst. Anhand von Grenzwerten, 
welche durch die WHO festgeschrieben sind, wird die Spermienqualität erhoben und das 
Fertilitätspotentials des Patienten ermittelt (World Health Organization 2010a). Der 
diagnostische Wert dieser Parameter ist jedoch fraglich. So widerlegten bereits mehrere 
Arbeitsgruppen den Einfluss jedes einzelnen Parameters des klassischen Spermiogramms 
auf das Eintreten einer Konzeption (Chia et al. 1998, Guzick et al. 2001, Nallella et al. 2006, 
Tomlinson et al. 2013). Auch die vorgegebenen Grenzwerte lassen keine klare 
Stellungnahme zur Fertilität zu. So konnte unter deren Verwendung bei einer Studie mit 
1200 Männern keine eindeutige Unterscheidung zwischen Männern fertiler Paare und 
infertiler Paare ohne Indikation einer weiblichen Infertilität gezeigt werden (Guzick et al. 
2001). Das klassische Spermiogramm lässt damit nur bedingt Aussagen über eine 
zukünftige Fertilität zu (Glazener et al. 1987, Polansky und Lamb 1988). Hinzu kommt, dass 
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diese Parameter nur visuelle Beobachtungen widerspiegeln und biochemische Vorgänge 
innerhalb der Zellen gänzlich vernachlässigen. Der technologische Fortschritt der 
Wissenschaft und die Weiterentwicklung biochemischer Methoden führten zu Ergänzungen 
des klassischen Spermiogramms durch neue Verfahren. Verschiedene molekulare Tests 
lieferten dabei erste Einblicke in die Biochemie der Spermatozoen. Doch konnten diese 
bisher nicht dazu beitragen, die komplexen intrazellulären Vorgänge zu entschlüsseln und 
die männliche Fertilität umfangreich zu bewerten. Folglich ist noch immer ein geringes 
Verständnis über die Ursachen der männlichen Fertilität vorhanden. In fast 50 % aller Fälle 
kommt es zur Diagnose einer idiopathischen Infertilität, was die Möglichkeit einer gezielten 
Behandlung stark limitiert und den Ausgang der Behandlung in Frage stellt (Brandes et al. 
2010). 
Ungeachtet dessen gibt es Möglichkeiten infertilen Paaren bei der Erfüllung des eigenen 
Kinderwunsches zu helfen. Eine wichtige Rolle spielt dabei die assistierte Reproduktion 
(ART). Je nach Spermienqualität werden modernste Methoden wie die in vitro Fertilisation 
oder die intracytoplasmatische Injektion eines Spermatozoons in eine Oozyte (ICSI) genutzt, 
um eine künstliche Befruchtung herbeizuführen. Eingesetzt werden dabei ausschließlich 
fertile Spermatozoen, deren Selektion spezifische Aufreinigungsverfahren ermöglichen.  
Doch auch hier sind bisher Grenzen gesetzt. Zwar konnte mit Hilfe der ART bereits vielen 
infertilen Paaren geholfen werden, doch attestieren neueste Studien noch immer eine 
geringe Geburtenrate von unter 19 % infolge einer ART Behandlung (Deutsches IVF 
Register 2013, Kupka et al. 2014). Bei einem Drittel aller an einer künstlichen Befruchtung 
teilnehmenden Paare bleibt der Kinderwunsch dauerhaft unerfüllt (Pinborg et al. 2009). Die 
Gründe hierfür sind vielschichtig. Zum einen gibt es trotz großer Anstrengungen in den 
letzten Jahren auf dem Gebiet der Spermienaufreinigung derzeit keine ideale Methode zur 
Anreicherung hoch fertiler Spermien (Ortega et al. 2014). Begründet liegt dies in dem immer 
noch geringen Verständnis über die intrazellulären Prozesse der Spermien und deren 
Auswirkungen auf die Fertilität. So beruhen neueste Aufreinigungsmethoden auf dem 
Ausschluss von Spermien mit Apoptose-ähnlichen Veränderungen an der Membran. 
Entfernt wird dadurch jedoch nur eine bestimmte Art von Spermien mit geringem 
Fertilitätspotenzial, es wird aber nicht das komplette Spektrum fertilitätsbeeinträchtigter 
Spermien erkannt. Außerdem ist der Signalweg der Apoptose in seinem gesamten Verlauf 
und in seinen möglichen Ursachen und Funktionen bei Spermien bisher nicht erforscht. 
Das Wissen über diese Probleme liefert die Grundlage neuer Forschungsansätze zur 
Infertilität des Mannes. Die zu erwartenden Ergebnisse werden helfen, molekulare Prozesse 
bei Spermien besser zu verstehen, deren Einfluss auf die Fertilität aufzudecken und besser 
geeignete Marker für die Bestimmung des Fertilitätspotenzials zu erschließen. Profitieren 
könnte davon auch die ART, da eine optimierte Selektion fertiler Spermien und der Einsatz 
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Stress-reduzierter Aufreinigungsmethoden angewendet werden könnten. Auf diese Weise 
würden die potenziellen Fortschritte nicht nur helfen infertilen Männern eine gezielte 
Therapie zu ermöglichen, sondern auch die Fertilisations- und Schwangerschaftsraten zu 
verbessern. Die Folgen wären eine erhebliche Reduzierung der psychischen und 
finanziellen Belastungen des Paares, sowie eine signifikante Minimierung der 
gesundheitlichen Beanspruchung der Frau. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis der Induzierbarkeit von 
Apoptosekaskaden und deren Bedeutung bei ejakulierten Spermatozoen. Außerdem sollen 
Untersuchungen des intrazellulären Calciumspiegels erfolgen, um diesen als Schnittpunkt 
zwischen dem notwendigen Reifungsprozess der Akrosomreaktion und dem 




Spezielle Einführung in die Thematik 
 4 
2 Spezielle Einführung in die Thematik 
2.1 Besonderheiten der männlichen Keimzellen 
Spermatozoen sind Einzelzellen in einer Suspension außerhalb eines geschlossenen 
Zellverbands und stellen einen besonderen Zelltyp des menschlichen Organismus dar. Sie 
sind Träger des männlichen Erbguts und besitzen die Fähigkeit, eingeständig eine 
gerichtete Bewegung auszuführen. Zu ihren Aufgaben gehören dabei der sichere Transport 
des paternalen haploiden Chromosomensatzes zur weiblichen Keimzelle (Oozyte) und die 
Unterstützung der anschließenden Penetration dieser, um dadurch die 
Embryonalentwicklung zu initialisieren. Von der Entstehung bis hin zur Fertilisation 
durchlaufen Spermien mehrere Organe. Sie werden im Hoden während der 
Spermatogenese gebildet, in den Nebenhoden zur Reifung überführt und durch die 
Ejakulation, den männlichen Urogenitaltrakt passierend, in den weiblichen Genitaltrakt 
transportiert. Auf dieser Reise treten die Spermien mit den spezifischen Sekreten der 
einzelnen Organe in Kontakt. Die unterschiedlichen chemischen Zusammensetzungen und 
Physiologien der Sekrete bewirken die Auslösung von strukturellen, chemischen und 
verhaltensspezifischen Veränderungen der Spermien. Diese Ausreifungen werden als 
Kapazitation und Akrosomreaktion bezeichnet und ermöglicht den ejakulierten Spermien die 
Wanderung in den Eileiter sowie die Oozytenfertilisation (O'Brien und Eddy 1994). 
2.1.1 Histologischer Aufbau des humanen Spermiums 
Der Aufbau und die Form der männlichen Gameten ist das Produkt einer effizienten 
Anpassung an ihre Funktionen und wird schematisch in Abbildung 1 (S. 5) dargestellt. Im 
folgenden Abschnitt soll auf wesentliche und für diese Arbeit relevante Punkte der 
Spermienbiologie näher eingegangen werden (Holstein und Roosen-Runge 1981, O'Brien 
und Eddy 1994, Yanagimachi 1994). 
Das humane Spermium ist eine begeißelte Zelle, deren stecknadelförmiger Aufbau bei 
Säugetieren grundsätzlich gleich ist. Es setzt sich aus einem Kopf und einem Schwanz 
zusammen, welcher zusätzlich noch in Hals-, Mittel-, Haupt- und Endstück unterteilt wird 
(Tabelle 1, S. 5).  
 













Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines humanen Spermatozoons (bearbeitet, nach (Fawcett 
1975). 
Dargestellt sind die einzelnen Spermienabnschnitte Kopf, Hals-, Mittel-, Haupt- und Endstück sowie deren 
Querschnitte und das Akrosom (AK), das Axonem (AX), die fibröse Hülle (FH), die Mantelfasern (MF) und die 
Mitochondrien eines humanen Spermatozoons. 
 
Tabelle 1: Auflistung der einzelnen Spermienabschnitte und deren Abmaße. 
Spermienabschnitt  Abmaße 
Insgesamt Länge 55 – 66 µm 
Kopf Länge 
Durchmesser 
3,4 – 4,6 µm 
1,5 – 2,8 µm 
Mittelstück Länge 
Durchmesser 
3,5 – 5,0 µm 
0,6 – 0,8 µm 
Hauptstück Länge 
Durchmesser 
44 – 50 µm 
0,4 – 0,5 µm 
Endstück Länge 
Durchmesser 
4,0 – 6,0 µm 
0,2 µm 
 
Der Spermienkopf besteht zu einem geringen Anteil aus Zytoplasma und wird fast 
vollständig durch den Nukleus und dessen Inhalt, dem hochkondensierten Chromatin, 
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ausgefüllt. Die Form des Kopfes ist stark vom Nukleus beeinflusst und zeigt sich im 
dreidimensionalen Raum als ovales sphärisches Gebilde, welches caudal und apikal 
stufenweise abflacht. Auf der den Nukleus umschließenden Kernmembran befindet sich das 
Akrosom. Es erstreckt sich apikal über ca. 1/2 - 2/3 der Oberfläche des Nukleus (Holstein 
und Roosen-Runge 1981). Das Akrosom ist ein Zellorganell, welches sich während der 
Spermatogenese aus dem Golgi-Apparat bildet und ein Reservoir an 
zellhülldegenerierenden Enzymen (Akrosin, Esterase, Hyaluronidasen, saure Proteinasen) 
darstellt (Tulsiani und Abou-Haila 2011). Diese sogenannten Lysozyme dienen während der 
Penetration der Aufspaltung der Schutzhüllen der Oozyte und unterstützen damit das 
Eindringen des Spermiums. Den Abschluss vom extrazellulären Raum bildet die 
Plasmamembran, welche die gesamte Zelle umschließt. 
Der Schwanz ist der längste Part des Spermiums und gliedert sich in differenzierte 
Abschnitte. Das Halsstück ist dabei die bewegliche Verbindung zwischen Schwanz und 
Kopf, in dessen Bereich das proximale und distale Zentriol liegen. Beide sind orthogonal 
zueinander angeordnet und geben die mechanische Grundlage für die Motilität des 
Spermiums. Das proximale Zentriol bildet hierbei das kinetische Zentrum und ist in einen 
Streifenkörper eingebettet, sowie kranial durch die Basalplatte begrenzt (Sathananthan et al. 
1996). Aus dem distalen Zentriol hingegen treten Mikrotubuli hervor, welche im weiteren 
distalen Verlauf zum Bestandteil des Axonema werden und dessen Ursprung darstellen. 
 
 
Abbildung 2: Grafische Darstellung des Axonema im Querschnitt. 
 
Das Axonema durchzieht die gesamte Länge des Spermienschwanzes und ermöglicht die 
Ausführung einer gerichteten Bewegung des Spermiums. Strukturell besteht es aus zwei 
miteinander verbundenen zentralen Mikrotubuli, um die kreisförmig neun Doppelmikrotubuli 
angeordnet sind. Diese neun Dupletts sind über tangentiale Bänder aus Nexin miteinander 
verspannt und bilden ein biegeelastisches Gerüst, das durch Radialspeichen mit den 
Zentraltubuli verbunden ist. Paarige Dyneinarme an jedem Duplett ermöglichen ein 
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Verdrehen und Entspannen des Gerüsts. Das oszillierende Eintreten beider Ereignisse führt 
zu einer schlagenden Bewegung des Schwanzes und produziert in Summe die progressive 
Fortbewegung des Spermiums. Ein äußeres Filamentsystem, bestehend aus Myosin und 
Aktin entlang des Mittel- und Hauptstücks, unterstützt diese Bewegung zusätzlich (Krause 
und Weidner 1998). Innerhalb des Mittelstücks befinden sich dicht gepackt und spiralförmig 
um das Axonema angeordnet die Mitochondrien. Sie sind ausschließlich in diesem Bereich 
des Spermiums anzutreffen und liefern die fortwährend vom Axonema benötigte Energie in 
Form von ATP. Eine Spermienzelle besitzt zwischen 50 und 75 Mitochondrien (Hecht et al. 
1984). Die Spezialisierung der Zellen auf die Fortbewegung und den schützenden Transport 
des männlichen Erbguts zur weiblichen Oozyte führt dazu, dass Spermien ein 
hochkondensiertes Chromatin tragen und nur über ein geringes Zytoplasmavolumen 
verfügen. Dies führt dazu, dass die meisten Spermienproteine am Zytoskelett gebunden 
sind und deren Funktion eingeschränkt ist. 
Eine weitere Besonderheit von Spermatozoen ist deren Fähigkeit zur Proteinbiosynthese, 
obwohl sie nicht über ein endoplasmatisches Retikulum oder über aktive, zytosolische 80S 
RIbosomen verfügen und transkriptionell inaktiv sind (Grunewald et al. 2005a, Gur und 
Breitbart 2006). Bereits während der Spermatogenese wird jedoch ein Arsenal an mRNA 
angelegt, welches den maturen Spermien bei der Endreifung (Kapazitation) im weiblichen 
Genitaltrakt zur Verfügung steht. Mit Hilfe mitochondrialer 55S Ribosomen innerhalb der 
Mitochondrien können die einzelnen mRNA-Stränge translatiert werden. Die Produktion 
dieser kapazitationsspezifischen Proteine ist entscheidend für die finale 
Spermienmaturation. Sie führt zur Ausbildung wichtiger Prozesse wie der Hyperaktivität, der 
Aktinpolymerisation und der Akrosomreaktion, welche für eine erfolgreiche Fertilisation 
notwendig sind (Gur und Breitbart 2008, Ostermeier et al. 2002). 
2.1.2 Organisation des Spermienchromatin 
Die Architektur des Spermiengenoms ist einzigartig und unterscheidet sich erheblich von 
der, somatischer Zellen.  
Das wichtigste Packmaterial somatischer Zellen zur Kondensation derer DNA zu Chromatin 
sind die Histone. Sie bilden eine komprimierte Kette aus Nukleosomen. Ein einzelnes 
Nukleosom setzt sich aus einem zentralen Oktamer von Histonen zu einem Proteinkomplex 
zusammen, um welchen sich die DNA zweieinhalbmal windet (Pienta und Coffey 1984). 
Mit dem Beginn der Spermienentwicklung (Spermatogenese) aus den Spermatogonien 
kommt es zu einem sequenziellen Ablauf verschiedener Ausreifungsschritte. Sie führen zu 
einem haploiden Chromosomensatz sowie zu einer Neustrukturierung des Zytoplasmas und 
des Chromatins (Kimmins und Sassone-Corsi 2005, Pennings 1999). Ein essentieller Schritt 
dafür ist der Austausch somatozellulärer Histonproteine durch Protamine. Sie besitzen eine 
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höhere elektrostatische Bindung zur DNA als Histone und führen zu einer sechsfach 
höheren Packdichte des Chromatins (Bode et al. 1977). Dabei ist ein Protamin etwa 50 % 
kleiner als ein Histon. Die DNA wird auf Nukleosome aufgewickelt, worauf anschließend 
eine extreme Kondensation folgt. Dabei kommt es zu einer stufenweise erfolgenden 
Neupackung des gesamten Erbmaterials, was in einem Vier-Ebenen-Modell wie folgt 
beschrieben wird. Bestandteil der ersten Packebene sind zum einen die Bindung der DNA 
an die neugebildete Nukleusmatrix des sich entwickelnden Spermiums und zum anderen die 
Bildung von Schläufenbereichen (loop domains) zwischen den Bindestellen. Stellen entlang 
der DNA, welche an die Nukleusmatrix binden, werden als matrixanhaftende Regionen 
(MAR) bezeichnet. Die zweite Ebene betrifft die einzelnen loop domains. Innerhalb dieser 
Bereiche kommt es zum sequenziellen Ersatz der Histone durch Protamine und zur 
Kondensation in eine kompakte Protamin-gebundene Ringstruktur (Ward und Ward 2004, 
Ward 1993). Ein solches Protamintoroid umfasst 50 kb der DNA und bewirkt durch seine 
hohe Packdichte den Schutz dieser vor dem Verdau durch DNasen (Brewer et al. 2002, 
Brewer et al. 1999). Der zwischen zwei Protamintoroiden liegenden DNA-Abschnitt, welcher 
die MAR-Region mit einschließt und die Protamintoroide verbindet, wird als Toroid-
verknüpfende Region bezeichnet und ist im Verhältnis zum Protamintoroid ein sehr kurzer 
DNA-Abschnitt. Das Packmaterial der Toroid-verknüpfenden Regionen bleibt während der 
Spermatogenese unberührt, weshalb es weiterhin von Histonen gebildet und nicht 
ausgetauscht wird (Klaus et al. 2001). Gegenüber DNasen bleiben diese Regionen dadurch 
auch weiterhin sensitiv (Sotolongo et al. 2003). Die dritte Ebene des Modells beschreibt die 
Kondensation der einzelnen Protamintoroide und die Ausbildung der Chromatinfasern der 
Chromosomen. Abschließend kommt es in der vierten Ebene zur Faltung des Chromatins zu 
Haarnadelstrukturen (hairpins), wodurch das Chromosom noch effektiver gepackt wird. Die 
Telomerenden des Chromatinfadens sind dabei eng nebeneinander angeordnet und in der 
Kernmembran verankert. Das Zentromer des Chromosoms ist im Zentrum des 
Spermienkopfes gelagert (Zalensky et al. 1995, Zalensky et al. 1997). Die effiziente 
Packweise des Chromatins führt zur Minimierung des notwendigen Zellvolumens, da es 
weniger Raum innerhalb des Spermiums in Anspruch nimmt. 
Dieses hochkondensierte und dicht gepackte Spermienchromatin bietet einen zusätzlichen 
Schutz des männlichen Erbguts. Es verhindert jedoch nicht, dass Spermien auf 
pathologische Veränderungen infolge äußerer Einflüsse reagieren können und intrazelluläre 
Prozesse wie die Apoptose initialisiert werden. Die Toroid-verknüpfenden Regionen, welche 
nur einen geringen Anteil des Spermienchromatins ausmachen, sind dabei zu nennen. 
Aufgrund der geringeren Packdichte der DNA in diesen Bereichen, stellen sie einen 
Angriffspunkt für DNasen dar. Somit ist das Spermienchromatin nicht gänzlich vor einem 
Verdau durch DNasen geschützt aber dieser Vorgang läuft erheblich verlangsamt ab. Dies 
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bietet den Spermien ein Zeitfenster für die Wanderung zur Oozyte, während der eine 
erfolgreiche Fertilisation gewährleistet ist. Die Dauer variiert dabei je nach Spermium und 
ergibt sich aus dem Reifegrad und der DNA-Integrität des ejakulierten Spermiums zum 
Zeitpunkt des Eintritts in den weiblichen Genitaltrakt. 
Das hochkondensierte Chromatin und das geringe Zytoplasmavolumen, gepaart mit einer 
starken Kompartmentierung der Zellen unterscheidet Spermien von somatischen Zellen und 
hat einen erheblichen Einfluss auf die intrazelluläre Signaltransduktion. Aus diesem Grund 
lassen sich bekannte intrazelluläre Signaltransduktionswege somatischer Zellen nicht 
einfach auf Spermatozoen übertragen. Da bisher keine weitreichenden Erkenntnisse auf 
diesem Gebiet existieren, ist eine umfangreiche Erforschung der intrazellulären 
Signaltransduktion von Spermien notwendig, wozu diese Arbeit einen Beitrag leisten soll. 
2.1.3 Kapazitation  
Kapazitation ist die Bezeichnung für ein Kollektiv an Veränderungen bei ejakulierten 
Spermien nach dem Kontakt mit dem weiblichen Genitaltrakt und dessen Sekreten (Rathi et 
al. 2001). Dieser Vorgang ist ein reversibler und wichtiger Reifungsschritt für den Prozess 
der Fertilisation (Bedu-Addo et al. 2005). Die Kapazitation ist die Voraussetzung für die 
anschließende, physiologische Auslösung der Akrosomreaktion und ändert den 
Funktionstatus der Spermatozoen. Dabei kommt es zu einer Umorganisation von 
Membranproteinen, der Metabolisierung von Membranlipiden und einer Veränderung des 
Motilitätsmuster der betroffenen Spermatozoen (Yanagimachi 1994). Letzteres ist auch als 
Hyperaktivität bekannt und liefert den Spermatozoen den nötigen Vortrieb zur Wanderung 
durch den Uterus und entlang des Ovidukts. Auch um die Zona pellucida der Oozyte 
penetrieren zu können, bildet die Hyperaktivität eine eminent wichtige Schubkraft (Demott 
und Suarez 1992, Rathi et al. 2001). 
Durch Hydrogencarbonat, einem physiologischer Stimuli der Kapazitation im weiblichen 
Zervixschleim, kommt es zur Initiation des Reifungsprozesses und zu einer damit 
verbundenen Veränderung der Lipidarchitektur der Spermienplasmamembran. Dabei erfolgt 
ein unspezifischer Austausch von Phospholipiden zwischen der inneren und äußeren 
Lipidschicht der Plasmamembran, welcher durch Hydrogencarbonat-aktivierte Scramblasen 
gesteuert wird (Harrison und Gadella 2005). Begleitet wird dieses Ereignis von 
Cholesterinabspaltenden Vorgängen an der Spermienplasmamembran und dem Einsetzen 
von Tyrosinphosphorylierungen als Folge einer Aktivierung von Tyrosinkinasen. Gemeinsam 
führt dies zu einer Destabilisierung der Plasmamembran und zu einer Zunahme dessen 
Fluidität (Witte und Schafer-Somi 2007). Des Weiteren steigen die intrazellulären Calcium-, 
Hydrogencarbonat- und Wasserstoffperoxidlevel an, was zur Aktivierung der 
Adenylatcyclase führt. Die Produktion von zyklischem Adenylatmonophosphat (cAMP) wird 
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hierdurch initiiert und eine Phosphorylierung bestimmter Spermienproteine tritt als Folge der 
cAMP-aktivierten Proteinkinase A ein (Witte und Schafer-Somi 2007). Der stattfindende 
Einstrom von Ca++ während der Kapazitation und das Eintreten von 
Tyrosinphosphorylierungen der Spermienproteine bewirken die Hyperaktivität der 
männlichen Keimzellen. Durch das veränderte Motilitätsmuster wird den Spermien 
ermöglicht, den weiblichen Genitaltrakt mit seinen viskosen Sekreten zu passieren und die 
Oozyte zu penetrieren. Im Ovidukt angekommen bildet die kapazitationsbedingt 
destabilisierte Plasmamembran des Spermienkopfs den Ausgangspunkt für eine 
erfolgreiche Aktivierung der Akrosomreaktion und den darauffolgenden Eintritt des 
Spermiums in die Oozyte. Die Präsentation von Progesteron-Rezeptoren auf der 
Plasmamembran, als Folge des Cholesterin-Efflux aus der Spermienmembran, spielt 
ebenfalls eine zentrale Rolle und ist die Grundlage für die spätere Aktivierung der 
Akrosomreaktion (Nieschlag et al. 2009). 
Albumin gilt als physiologischer Induktor und Katalysator der Hydrogencarbonat-abhängigen 
Kapazitation. Daher wird zur Induktion der Kapazitation in vitro Albumin im 
Suspensionsmedium der Spermien eingesetzt und bei 5 % CO2 in der Umgebungsluft 
inkubiert. Als zusätzliche Supplemente verfügt das Medium über einen Energieträger 
(Glukose, Laktat oder Pyruvat), Natriumbicarbonat (NaHCO3) und Calcium (Visconti et al. 
2002). 
2.1.4 Akrosomreaktion 
Die Akrosomreaktion stellt den letzten Reifungsschritt während der Fertilisation dar und ist 
ein irreversibler, exozytotischer Prozess zur Einschleusung des männlichen Erbguts in die 
Oozyte der Frau. Dabei werden hydrolysierende Enzyme des Spermienakrosoms 
freigesetzt. Sie befähigen die ausführenden Spermien die Zona pellucida partiell aufzulösen 
und zu durchdringen.  
Die Exozytose des Akrosominhalts ist ein streng reguliertes, sekretorisches Ereignis und 
schließt sich sequenziell sowie funktionell an die Kapazitation an (Yanagimachi 2011). In 
Folge physiologischer Stimuli reagieren kapazitierte Spermien mit der Initiation der 
Akrosomreaktion, beginnend mit der Aktivierung von Phospholipase C und dessen 
cAMP-regulierter Aktivierung von Phospholipase A. In Verbindung mit der aktivierten 
Phospholipase C kommt es zusätzlich zur Aktivierung einer Inositoltrisphosphat-Kaskade in 
deren Folge die Öffnung spannungsabhängiger Ca++-Kanäle in der äußeren 
Akrosommembran erfolgt. Dies löst eine Freisetzung von Calcium aus dem Akrosom in das 
Zytosol aus. Gleichzeitig kommt es zum Anstieg des intrazellulären Calciumspiegels und 
zum Anstieg des pH-Wertes im Zytosol (Breitbart und Spungin 1997). Dies führt zu einer 
Depolarisation der Plasmamembran. Infolge dessen öffnen sich spannungsregulierte 
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Ca++-Kanäle innerhalb des Spermiums und es kommt zur Freisetzung von Calcium aus 
internen Speichern. Der nun erfolgende, starke Anstieg des intrazellulären Calciumlevels 
aktiviert die Phosphorylierung von Proteinen und führt zum Zusammenbruch der 
Plasmamembran, sowie zu dessen partieller Fusion mit der darunter liegenden äußeren 
Akrosommembran (Harper et al. 2006, Jimenez-Gonzalez et al. 2006). Dabei formieren sich 
Löcher in den Fusionsbereichen und der Akrosominhalt tritt aus (Witte und Schafer-Somi 
2007). 
Mit der Aktivierung der Akrosomreaktion können Spermien effektiv eine erste Bindung mit 
der Zona pellucida eingehen, welche das Zona pellucida-3-Protein (ZP3-Protein) der 
Oozytenschutzhülle und die entsprechenden Rezeptoren auf der Spermienoberfläche 
vermitteln (Yanagimachi 1994, Yanagimachi 2011). Diese Konstellation ermöglicht eine 
punktuelle Aufspaltung der Zona pellucida durch das lytische Material des Akrosoms. Die 
Protease Akrosin spielt dabei eine wichtige Rolle, da es nicht nur die Bindung der inneren 
akrosomalen Membran mit der Zona pellucida unterstützt, sondern es auch mit seiner 
lytischen Aktivität die Aufspaltung der unmittelbar umliegenden Glykoproteine der 
Oozytenhülle voran treibt (Dunbar et al. 1985, Tesarik et al. 1988). In Kombination mit den 
anderen akrosomalen Proteasen lysieren sie ein Loch in die Zona pellucida. Mit dem Kopf 
voran kann das Spermium nun zur Plasmamembran der Oozyte vordringen, mit dieser 
fusionieren und sein Erbgut in die Oozyte transferieren. 
 
  
Abbildung 3: Grafische Darstellung des Vorgangs der Akrosomreaktion. 
Dabei ist die Morphologie des Spermienkopfs im Querschnitt vor (A), während (B) und nach der 
Akrosomreaktion (B) zu sehen. 
 
Trotz der Kenntnisse über den Ablauf der Calcium-abhängigen Akrosomreaktion sind der 
Ort der Aktivierung und der genaue Initiator des exozytotischen Prozesses in vivo bisher 
immer noch ungeklärt und werden unterschiedlichst diskutiert (Yanagimachi 2011). Zur 
Auslösung der Akrosomreaktion in vitro werden Calciumionophor A23187 und aufgereinigtes 
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ZP-Protein eingesetzt (Neild et al. 2005, Varghese et al. 2005). In den letzten Jahren wird 
außerdem vermehrt auf Progesteron zurückgegriffen (Moseley et al. 2005). 
 
2.1.5 Calcium als sekundärer Botenstoff 
Allgemein formuliert sind sekundäre Botenstoffe intrazelluläre Moleküle, welche in der Lage 
sind, an der Plasmamembran ankommende, extrazelluläre Signale umwandeln zu können. 
Sie werden als Folge physiologischer Zellveränderungen wie der Proliferation, der 
Differentiation oder der Apoptose freigesetzt und sind an der intrazellulären 
Signaltransduktion involviert. 
Die Übertragung und Verstärkung extrazellulärer Signal in den intrazellulären Raum erfolgt 
über eine Kompartment-spezifische Freisetzung und Bindung des entsprechenden 
Botenstoffes. Verschiedene sekundäre Signale können dabei zusammen auftreten oder 
entgegengerichtet wirken und bilden dadurch komplexe Systeme (National Library of 
Medicine 2011b). Aufgrund der Komplexität der Systeme lassen sich Zusammenhänge nur 
schwer erkennen. Typische sekundäre Botenstoffe sind Inositoltriphosphat (IP3) zyklisches 
Adenylatmonophosphat (cAMP) und Calcium (Bengtson und Bading 2012, Cooke 1999).  
Gerade Calcium ist ein idealer sekundärer Botenstoff. Es ist ein kleines Ion, das schnell im 
Zellmedium diffundieren kann und eine hohe Eigenladung besitzt. Diese ermöglicht es dem 
Ion elektrostatische Wechselwirkungen mit anderen Molekülen einzugehen und diese in 
ihrer Aktivität zu ändern. Zusätzlich verfügt Calcium im Vergleich zu anderen Metallionen 
über eine hohe Geschwindigkeitskonstante bei der Assoziation und Dissoziation seiner 
Komplexe (Eigen und Hammes 1963). Dadurch können nicht nur rasch ablaufende 
Vorgänge, sondern auch eine Vielzahl von Enzymen, deren Funktion direkt oder indirekt von 
Ca++ abhängen, gesteuert werden. Somit müssen einige Proteine nicht selbst mit Calcium in 
Kontakt treten, sondern werden beim Bilden von Komplexen mit anderen Ca++-abhängigen 
Proteinen aktiviert (National Library of Medicine 2011a). Sie können jedoch auch infolge 
Ca++-abhängiger Kinasen oder Phosphatasen chemischen Veränderungen unterliegen und 
infolge dessen phosphoryliert oder dephosphoryliert werden. Durch diese direkten und 
indirekten Aktivierungen können sich verschieden lange Aktivierungsketten für einzelne 
Proteine ergeben (Braun und Schulman 1995). Die dafür notwendige Erhöhung der 
zytosolischen Calciumkonzentration kann auf verschiedene Wege erreicht werden (Braun 
und Schulman 1995). Mit Hilfe der Öffnung von Ionenkanälen kann entweder der 
extrazelluläre Eintritt von Calciumionen in die Zelle unterstützt oder die Ausschüttung von 
Calcium aus internen Speichern regulieren werden. Die anschließende Verteilung des 
sekundären Botenstoffs innerhalb der Zelle erfolgt durch Diffusion (Denisenko und Kuzmina 
2013). Gerade die Signalwege der Apoptose, der Kapazitation und der Akrosomreaktionen 
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werden durch den sekundären Botenstoff Calcium gesteuert. An dieser Stelle wird deutlich, 
dass neben dem wissenschaftlichen Interesse auch konkreter, medizinischer Bedarf an der 
Aufklärung der Regelvorgänge auf molekularer Ebene besteht. 
2.2 Apoptose 
Der Begriff Apoptose trat erstmals 1972 in Erscheinung und wurde von Kerr, Wyllie und 
Currie als programmierter Zelltod einzelner Zellen innerhalb eines vielzelligen Organismen 
beschrieben. Dabei kommt es zur gezielten Degradation unerwünschter oder geschädigter 
Zellen und abschließend zu deren Phagozytose ohne Schädigung des umliegenden 
Gewebes. Dieser physiologisch streng geregelte Vorgang erfolgt unter Verbrauch von ATP 
und stellt das Pendant zur Proliferation dar. Er trägt somit zur Aufrechterhaltung der Zell-
Homöostase bei. Das Wort Apoptose selbst, stammt aus dem Griechischen und bedeutet 
„Abfallen“, was auf das herbstliche Abfallen der Blätter zurückzuführen ist (Kerr et al. 1972). 
Die Apoptose ermöglicht es, funktionsgeschädigte oder nicht mehr benötigte Zellen schnell 
aus einem Gewebeverband zu entfernen ohne das umliegende Gewebe zu schädigen oder 
die Funktion des Organs zu beeinträchtigen. Eine besondere Rolle spielt dieser Vorgang in 
Organen mit häufigem Kontakt zu mutagenen Agenzien und einem hohen Zellumsatz. Diese 
Organe schützen sich durch die gezielte zelluläre Elimination vor Erkrankungen und stellen 
so eine konstante Ausübung ihrer speziellen Funktionen sicher. Fehler in der Regulation 
dieses Vorgangs können zu schwerwiegenden Erkrankungen des gesamten Organismus 
führen. Krankheiten wie AIDS und neurodegenerative Erkrankungen sind dabei zu nennen, 
deren Ursprung in einer gesteigerten Apoptose liegt. Eine gehemmte Apoptose hingegen 
kann zur Mutagenese von Tumoren oder Autoimmunerkrankungen führen und im 
Zusammenhang mit Virusinfektionen genannt werden. 
Während des Ablaufs der Apoptose treten charakteristische Veränderungen der 
Morphologie bei den betroffenen Zellen auf. Dabei kommt es zum Schrumpfen der Zellen 
und einer Änderung ihrer Plasmamembransymmetrie. Gleichzeitig kommt es zur 
Kondensation des Zytoplasmas und des Chromatins, zur Fragmentierung der DNA und zum 
Zerfall des Zellkerns (Kerr et al. 1972, Wyllie et al. 1980). Die einzelnen Zellorganellen 
bleiben jedoch weitgehend intakt. Dies gilt vor allem für die Mitochondrien, welche nicht 
gänzlich zu Grunde gehen und die Zufuhr von Energie in Form von ATP für die Apoptose 
sichern. Über die Bildung von Blasen an der Plasmamembran und deren Abschnürung, tritt 
eine Fraktionierung der Zelle in membranumhüllte Vesikel (Apoptosekörperchen) ein, 
welche schnell durch Makrophagen und benachbarte Zellen phagozytiert werden können 
(Reed 2000). Diese rasche Entsorgung der Zellen mit ihren Organellen unterbindet ein 
Austreten zytoplasmatischer Moleküle und das Einsetzen von Entzündungsreaktionen im 
umliegenden Gewebe.  
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Neben der Apoptose gibt es noch eine weitere Zelltodform, welche als Nekrose bezeichnet 
wird und erhebliche Unterschiede zur Apoptose aufweist. Die Nekrose zeichnet sich durch 
ein Anschwellen der betroffenen Zellen und deren mitochondrialer Bestandteile aus. Das 
zunehmende Zellvolumen führt hierbei zur Ruptur der Plasmamembran, wodurch die 
zytoplasmatischen Bestandteile der Zellen in den extrazellulären Raum gelangen. Als Folge 
dieses unkontrollierten Zelltods werden Entzündungsreaktionen ausgelöst und das 
umliegende Gewebe geschädigt. Die Nekrose ist die Folge extremer Abweichungen von den 
physiologischen Bedingungen der Zellen (Majno und Joris 1995).  
Die während der Apoptose auftretenden, morphologischen Veränderungen werden durch 
biochemische Signaltransduktionswege intrazellulär gesteuert. Ihre Aktivierung und deren 
Verlauf wurden an somatischen Zellen bereits intensiv untersucht (Kerr et al. 1972). 
2.2.1 Signalwege der Apoptose 
2.2.1.1 Rezeptor-vermittelte Apoptose 
Bei der Rezeptor-vermittelten Apoptose handelt es sich um einen spezifischen 
Signaltransduktionsweg der Apoptose. Extrazelluläre Signale werden über transmembrane 
Rezeptoren erkannt und in ein intrazelluläres Signal übersetzt. Es kommt infolge dessen zur 
Aktivierung einer spezifischen Apoptosesignalkaskade und dem apoptotischen Absterben 
der betroffenen Zelle. Die transmembranen Rezeptoren (Todesrezeptoren) gehören zur 
Familie der Tumor Nekrose Faktoren Familie (TNF) und bestehen aus einer cysteinreichen 
extrazellulären Subdomäne und aus einer 80 Aminosäure umfassenden zytoplasmatischen 
Domäne. Die extrazelluläre Domäne dient dabei zur spezifischen Erkennung von Liganden 
wohingegen die intrazelluläre „Todesdomäne“ des Rezeptors zur Übersetzung des 
extrazellulären Signals fungiert. Sie erzeugt ein intrazelluläres Signal, welches die 
Apoptosesignalkaskade initialisiert. Bisher sind die sechs Todesrezeptoren TNF-Rezeptor 1, 
Fas, DR3, TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAIL-R1), TRAIL-R2 und 
DR6 bekannt (Suliman et al. 2001). Die spezifischen Signale werden von anderen Zellen 
ausgesendet und binden an die extrazelluläre Subdomäne der Todesrezeptoren. Dadurch 
kommt es zu Aktivierung der intrazellulären Todesdomäne (DD) und der Formierung des 
DISC (death inducing complex). Hierbei bindet das zytoplasmatische Adapterprotein FADD 
(Fas-associated death domain) oder TRADD (TNFR1-associated death domain) an DD und 
die Initiatorcaspase-8 lagert sich an den Komplex an. In dieser Konstellation erfolgt eine 
proteolytische Aktivierung der Caspase-8, welche ihrerseits die Caspasen 3 und 7 aktiviert. 
Diese Effektorcaspasen bewirken die apoptotische Degradierung der Zellen. Zur Auslösung 
einer extrinsischen Apoptose kann es auf folgende zwei Arten kommen. Durch den Typ-I, 
bei dem bereits eine ausreichend hohe Menge an Caspase-8-Proteinen aktiviert wurde oder 
durch den Typ-II, bei dem hingegen nur eine geringe Menge an aktivierter Caspase-8 
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vorhanden und eine Verstärkung des Signals von Nöten ist. Dabei kommt es zu einer 
Caspase-8 bedingten Spaltung des zytoplasmatischen Proteins Bid zu tBid, welches nun die 
pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK bindet. Dieser Vorgang verursacht die 
Permeabilisation der Mitochondrienmembran und über die Freisetzung von Cytochrom C 
und DIABLO die Aktivierung der Caspasen 3 und 7 (Ozoren und El-Deiry 2002). Die 
unterschiedlichen Liganden können ebenfalls abgewandelte Signalwege induzieren, 
weshalb der Ligand TRAIL zusätzlich zur direkten Aktivierung von Caspasen auch zu einer 
indirekten Aktivierung dieser führt. Dabei verursacht er über eine Aktivierung des 
Phospholipids Scramblase 3 eine Veränderung der Mitochondrienmembran. Auch hierbei 
werden apoptogene Faktoren ins Zytosol freigesetzt und die Degradierung der Zelle über 
aktive Caspase 3 induziert (Ndebele et al. 2008). Die Regulierung des extrinsischen 
Apoptosesignalwegs kann auf unterschiedliche Arten erfolgen. Entweder wird das 
extrinsische Signal durch eine geringere Anzahl des entsprechenden Rezeptors auf der 
Zelloberfläche oder über eine erhöhte Expression von Köderrezeptoren inhibiert (Meylan et 
al. 2008). Köderrezeptoren weisen im Vergleich zu den Todesrezeptoren eine höhere 
Affinität gegenüber den gleichen Liganden auf, jedoch führt deren Bindung zu keiner 
intrazellulären Signaltransduktion (Ashkenazi und Dixit 1999). Auch intrazellulär 
Mechanismen stehen zur Inhibition der Apoptosekaskade zur Verfügung. Betroffene Zellen 
können dadurch auf Apoptose-aktive Proteine mit der Überexpression von IAP reagieren. 
Hierbei handelt es sich um ein Molekül, welches die Aktivität der Caspasen 3 und 7 hemmt. 
Möglich ist aber auch die Steigerung der Expression des FLIP Moleküls, welches an die 
Todeseffektordomän des FADD binden kann und damit die proteolytische Aktivierung der 
Procaspase-8 verhindert (Burz et al. 2009). 
2.2.1.2 Mitochondrial-vermittelte Apoptose 
Bei der Mitochondrial-vermittelten Apoptose stehen die Mitochondrien der Zellen im 
Mittelpunkt. Eine Vielzahl apoptotischer Stimuli wirken schädigend auf Mitochondrien und 
führen zur Permeabilisierung ihrer Membranen in Verbindung mit einem Zusammenbruch 
des mitochondrialen Membranpotenzials. Diese Ereignisse verursachen die Induktion 
apoptotischer Signalwege, die ihren Ursprung im Austritt mitochondrialer Moleküle in den 
intrazellulären Raum haben und über die Aktivierung von Caspasen den Niedergang der 
Zelle hervorrufen. Mitochondrien sind im Aufbau spezialisierte Zellorganellen, welche von 
einer Doppelmembran umschlossen sind. Der intermembrane Raum (IMS) dazwischen 
bildet ein besonderes Milieu. Er ist der Ort, an dem mit Hilfe spezieller Moleküle die 
Reaktionen der Atmungskette zur Generierung von ATP ablaufen (Burz et al. 2009). Das 
zentrale Molekül ist dabei das Cytochrom C der Atmungskette. Gelangt es in das 
Zytoplasma der Zelle hat es hingegen eine Apoptose-induzierende Wirkung. Solche 
apoptotischen Stimuli können Schäden an den Mitochondrien verursachen, wodurch 
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Cytochrom C austritt und gleichzeitig ein Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotenzials stattfindet. Freigesetzt ins Zytoplasma der Zelle stimuliert Cytochrom C 
die Formierung des Apoptosoms, bestehend aus dem Protein Apaf-1 (apoptotic protease 
activating factor 1), aus dATP und aus der Procaspase-9 (Adams und Cory 2002). Im 
Folgenden kommt es unter ATP Verbrauch zur Aktivierung der Procaspase-9 innerhalb des 
Komplexes. Außerdem werden Procaspase-3 und -7 aktiviert, welche zum Teil ebenfalls in 
den aktiven Proteinkomplex integriert sind oder sich frei im Zytoplasma befinden. Die 
Aktivierung der Exekutionscaspase-3 führt zur Spaltung vitaler Substrate der Zelle und dem 
Apoptose-typischen Zelluntergang unter charakteristischen morphologischen 
Veränderungen (Cory und Adams 2002). Ein weiterer Einflussfaktor während der 
Mitochondrial-vermittelten Apoptose ist AIF (apoptosis inducing factor). Er ist eine an die 
innere Mitochondrienmembran gebundene Oxidoreduktase. In Folge der Apoptose kommt 
es zur proteolytischen Freisetzung von AIF in das Zytoplasma und dessen Translokation 
zum Nukleus. Hier verursacht es die Apoptose-typische Kondensation des Chromatins und 
die Fragmentierung der DNA (Bilyy et al. 2008). Daneben bewirkt der Austritt des 
Cytochrom C ins Zytoplasma den Kontakt mit den anionischen Phospholipid 
Phosphatidylserin (PS), während Cytochrom C selbst die Oxidation des PS katalysiert und 
damit dessen Externalisierung fördert. Durch externalisiertes PS (ePS) kann die 
apoptotische Zelle durch Makrophagen erkannt werden (Bayir et al. 2006). Alle 
Signaltransduktionswege der mitochondrial-vermittelten Apoptose werden mit Hilfe einer 
Vielzahl regulatorischer Proteine eingestellt. Der Großteil dieser pro- und anti-apoptotischen 
Proteine gehört der Bcl-2-Familie an (Burz et al. 2009, Green und Reed 1998). 
2.2.1.3 Stress am Endoplasmatischen Retikulum-vermittelte Apoptose 
Durch Stress am endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) kann ein spezifischer 
Signaltransduktionsweg der Apoptose ausgelöst werden. Die mitochondrial-vermittelte 
Apoptosekaskade ist ein Teil der upstream induzierten ER-Stress-bedingten Apoptose (Li et 
al. 2006a). Die Funktion des ER ist die Translation und posttranslationale Modifikation 
zellulärer Proteine. Es dient als intrazellulärer Calciumspeicher, der gleichzeitig zur 
Aufrechterhaltung der Calcium-Homöostase beisteuert. Zur Ausbildung von Stress am ER 
führt die Akkumulation fehlerhaft prozessierter Proteine oder auch eine veränderte 
Calcium-Homöostase. In deren Folge es zur Auslösung der ER-Stress-vermittelten 
Apoptose kommt und den Tod der Zelle nach sich zieht (Ferri und Kroemer 2001). Während 
diesem Vorgang erfolgt eine Ca++-Entleerung des ER ins Zytosol. Aufgrund des damit 
einhergehenden Anstiegs der intrazellulären Calciumkonzentration wird die calcium-
abhängige Protease Calpain aktiviert und spaltet Procasaspe-4 an der zytoplasmatischen 
Seite der äußeren ER-Membran (Hitomi et al. 2004, Nakagawa et al. 2000). Die aktivierte 
Casaspe-4 löst sich daraufhin vom ER und ist nun fähig die Procaspase-9 unabhängig von 
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Cytochrom C zu spalten. Mithilfe dieser aktiven Initiatorcaspase und der dadurch 
eintretenden Spaltung und Aktivierung der Exekutionsprocaspase-3 wird der irreversible 
apoptotische Abbau der Zelle final eingeleitet (Morishima et al. 2002, Rasheva und 
Domingos 2009, Yamamuro et al. 2011). 
Neben dieser Kaskade an Ereignissen kommt es durch den Anstieg der intrazellulären 
Calciumkonzentration zu einer Schädigung der Zellorganellen (Li et al. 2006a, Scorrano et 
al. 2003, Zong et al. 2003). Davon am meisten betroffen sind die Mitochondrien, deren 
Schädigung eine downstream regulierte Aktivierung der mitochondrial-vermittelten Apoptose 
bedeutet (siehe 2.2.1.2, S. 15). Die ER-Stress-vermittelte Apoptose läuft unabhängig von 
Rezeptoren ab und kann ohne Apaf-1 und der Freisetzung von Cytochrom C verlaufen. 
Wobei die beiden Letzteren über den intrazellulären Calciumanstieg koaktiviert werden und 
somit zu einer Verstärkung des Apoptosesignals führen können (Rao et al. 2002). Stress am 
ER kann auch in vitro durch Thapsigargin induziert werden. Es inhibiert die Calciumpumpe 
SERCA (sarcoplasmatic/endoplasmatic Ca++-ATPase) des endoplasmatischen Retikulums, 
wodurch die Ca++-Aufnahme des ER blockiert wird. Calcium kann dadurch nicht mehr ins ER 
transportiert werden und führt zur Ca++-Entleerung des ER und dem Anstieg des 
intrazellulären Calciumspiegels der betroffenen Zellen (Lee 2001). Die ER-Stress-vermittelte 
Apoptose wie auch die downstream aktivierte Signaltransduktion der 
mitochondrial-vermittelten Apoptose unterliegt der Steuerung regulatorischer Proteine der 
Bcl-2-Familie. Vor allem die beiden pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK regulieren 
dabei zum einen den Austritt des Cytochrom C der Mitochondrien und zum anderen die 
Aktivierung von Caspase-4 in Folge der Ca++-Entleerung am endoplasmatischen Retikulum 
(Gross et al. 1998, Scorrano et al. 2003). Zusätzlich bewirkt der ER-Stress-bedingte Anstieg 
der iCa++-Konzentration die Expression der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine NOXA und 
PUMA, welche in ihrer Wirkung die Freisetzung von Cytochrom C unterstützen, in dem sie 
BAX und BAK aktiveren (Li et al. 2006a). 
2.2.1.4  Oxidativer Stress 
Oxidativer Stress ist das Produkt einer gestörten Balance zwischen der Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) und dem antioxidativen Schutz einer Zelle, was in Summe zur 
Schädigung von Geweben führt (Halliwell 1994). Die genannten ROS sind freie Radikale mit 
ungepaarten Elektronen, welche die chemische Reaktivität eines Atoms oder Moleküls 
erhöhen (Betteridge 2000). Sie können bei der chemischen oder biologischen Umwandlung 
von Sauerstoff entstehen (Zhang et al. 2011). Bereits eine geringe Konzentration an ROS 
kann als zelluläres Signal für die Zellproliferation, Differentiation und andere physiologische 
Prozesse dienen (Aruoma et al. 1988, de Lamirande und O'Flaherty 2008). Eine hohe 
Konzentration führt hingegen zum Tod der Zelle durch Apoptose oder Nekrose. Des 
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Weiteren spielen die ROS aber auch während der Autophagie und der Zellalterung eine 
wichtige Rolle. 
Die drei häufigsten und biologisch wichtigsten ROS sind das Superoxidanion (O2-), 
Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Hydroxylradikal (HO•) (Halliwell 1987). Gerade Letzteres 
besitzt eine hohe Toxizität, welche in seiner hohen Reaktivität und kurzen Halbwertzeit 
sowie der Eigenschaft, Makromoleküle irreversibel zu modifizieren, begründet liegt 
(Mikkelsen und Wardman 2003, Nordberg und Arner 2001). O2- ist ein Abfallprodukt der 
Atmungskette innerhalb der Mitochondrien (Ye et al. 2014). Hingegen ist H2O2 das 
Zwischenprodukt der Detoxifizierung von O2- und bildet in physiologischer Konzentration ein 
vermittelndes Signalmolekül der Zellen (Holmstrom und Finkel 2014). Der intrazelluläre 
Level an ROS wird durch exogene (Tabak, Rauchen, Arzneimittel, Strahlung) und endogene 
Quellen moduliert (Trachootham et al. 2008). Letztere bilden die Atmungskette innerhalb der 
Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und der NADPH-Oxidase-Komplex. Durch 
pro- und antioxidative Enzyme sowie zelluläre Antioxidantssysteme wird die Balance 
zwischen der Formierung und der Eliminierung von ROS gesteuert. Eine gestörte Balance 
als Folge einer exzessiven oder unkontrollierten ROS-Produktion führt zur Störung der 
Atmungskette innerhalb der Mitochondrien. Dies hat den Zusammenbruch der 
Mitochondrien und den Austritt mitochondrialer Bestandteile in den intrazellulären Raum zur 
Folge. Gerade das mitochondriale Cytochrom C kann im Zytoplasma der Zellen die 
Aktivierung der Caspase-9 verursachen und darüber den Mechanismus der Apoptose 
auslösen (Adams und Cory 2002). Aufgrund der hohen ROS-Konzentration kommt es 
zudem zur oxidativen Schädigung von Lipiden, Proteinen sowie der DNA und unweigerlich 
zum Tod der betroffenen Zellen. Unter physiologischen Bedingungen schützen sich Zellen 
jedoch vor dem Eintreten von oxidativem Stress durch eine hohe Anzahl an endogenen 
Antioxidantien. Zu diesen zählen nicht nur nichtenzymatische Antioxidantien wie Vitamin C, 
Karotinoide und Flavonoide sondern auch antioxidante Enzyme wie Superoxiddismutase, 
Glutathione S-Transferase und Peroxiredoxin (Ye et al. 2014, Zhou et al. 2014). 
2.2.2 Proteasen innerhalb der Apoptosesignalkaskaden 
2.2.2.1 Caspasen 
Caspasen (CP, cysteinyl-aspartat-spezifischen Proteasen) gehören zu einer Familie von 
evolutionär hoch konservierten Proteasen. Sie verfügen über einen Cysteinrest in ihrem 
aktiven Zentrum, welchen sie als katalytisches Nuklephil für die spezifische Spaltung ihrer 
Substrate nach der Aminosäure Asparaginsäure nutzen. Die Caspasen nehmen eine 
essentielle Rolle in der Apoptose ein und bilden das Grundgerüst für die kaskadenartige 
Signalübertragung des programmierten Zelltods. Erste Verbindung zwischen dem 
Mechanismus der Apoptose und den Caspasen wurden durch die Genexpressionsstudien 
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am Fadenwurm Caenorhabditis elegans aufgedeckt (Yuan et al. 1993). Dabei durchgeführte 
Genanalysen zeigten, dass während der Entwicklung des 1090 Zellen umfassenden 
Organismus 131 Zellen degradiert wurden und 12 verschiedene Gene diesen kontrollierten 
Abbau regulierten (Hengartner 1999). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurden weitere 
Untersuchungen an Säugern durchgeführt, wobei für jedes dieser 12 Gene des 
Fadenwurms ein Säuger-Analogon gefunden wurde. Mittlerweile sind 14 verschiedene 
dieser Gene im Menschen bekannt (Lamkanfi et al. 2002). Die Expressionsprodukte dieser 
Gene wurden anfangs als Interleukin-1-converting enzyme (ICE) bezeichnet. Erst später 
wurden sie zu Caspasen umbenannt und entsprechend der zeitlichen Reihenfolge ihrer 
Publikation nummeriert (Cohen 1997). Die einzelnen Mitglieder der Caspasenfamilie 
unterscheiden sich in ihrer Funktion, Struktur und Substratspezifität. Darauf basierend 
unterteilen sich die humanen Caspasen in drei Gruppen.  
Eine dieser Gruppen bilden die Initiatorcaspasen, zu denen die CP -2, -8, -9, -10 gezählt 
werden. Sie verfügen am N-Terminus ihrer Aminosäuresequenz über eine Protein-
Interaktionsdomän, welche entweder CARD (caspase recruitment domain) oder DED (death 
effector domain) ist. Diese ermöglichen es den Initiatorcaspasen mit speziellen 
Adapterproteinen in Kontakt zu treten und so die Signaltransduktion innerhalb des 
Apoptosemechanismus durchführen zu können. Die Initiatorcaspasen spalten ihre Substrate 
C-Terminal der spezifischen Aminosäuresequenz (I/L)EXD, welche sich in den 
Effektorcaspasen aber auch anderen Substraten befinden. Diese Gruppe der 
Cysteinproteasen ist hauptsächlich für die Aktivierung untergeordneter Caspasen zuständig 
(Talanian et al. 1997, Thornberry et al. 1997). 
Eine weitere Gruppe dieser Proteasefamilie sind die Effektorcaspasen, zu denen die 
Caspasen 3, 6, 7 gehören. Sie haben im Vergleich zu den Initiatorcaspasen eine verkürzte 
Aminosäuresequenz und besitzen keine der beiden Protein-Interaktionsdomänen (CARD 
oder DED). Die Effektorcaspasen verfügen zusätzlich über eine veränderte 
Substraterkennungssequenz, welche sich aus dem Tetrapeptid DEXD ergibt. Während der 
Apoptose ist die Hauptfunktion der Effektorcaspasen die Spaltung zellulärer Komponenten 
und die damit einhergehende irreversible Degradierung der betroffen Zellen (Talanian et al. 
1997). 
Die dritte Gruppe der Caspasen wird von CP -1, -4, -5, -12 gebildet und als inflammatorische 
Caspasen bezeichnet. Sie verfügen am N-Terminus ihrer Peptidkette über die Protein-
Interaktionsdomäne CARD. Mit deren Hilfe können sie mit anderen Proteinen in Kontakt 
treten und so, ähnlich wie die Initiatorcaspasen, zur Signalweiterleitung beitragen. Die 
inflammatorischen Caspasen erkennen ihre Substrate an der Aminosäuresequenz XEHD, 
mit einer hydrophoben AS an der Stelle X. Die Spaltung erfolgt direkt C-Terminal des 
spezifischen Tetrapeptids (Thornberry et al. 1997). Von den vier Caspasen dieser Gruppe ist 
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die CP-12 eine beim Menschen infunktionelle Cysteinprotease und hat in diesem 
Organismus keine Auswirkung auf den Verlauf der Apoptose (Saleh et al. 2004). Jedoch 
wurde bereits gezeigt, dass dafür die CP-4 beim Menschen während der ER-Stress-
vermittelten Apoptose beteiligt ist und hier wesentlich zum programmierten Zelltod beiträgt 
(Hitomi et al. 2004). 
 Die spezifischen Peptidmotive zur Substraterkennung der einzelnen Caspasen sind der 
Grund für die selektive Spaltung spezifischer Substrate durch eine bestimmte Caspase. 
Über verschiedene Aktivatoren und Inhibitoren kann die Aktivität der Cysteinproteasen 
moduliert, beschleunigt oder gestoppt werden (Reed 2000). 
 Caspasen werden allgemein als intakte Pro-Enzyme (Zymogene) mit einer Größe zwischen 
20 – 50 kDa synthetisiert und bestehen aus einer N-Terminal gelagerten, variablen 
Prodomäne sowie einer großen und einer kleinen Untereinheit (20 kDa, 10 kDa). Induziert 
durch einen apoptotischen Auslöser kommt es zur selektiven, proteolytischen Abtrennung 
der Prodomäne und der Zusammenlegung der großen und kleinen Untereinheit. Als Folge 
dieses Vorgangs kommt es zu einer neuen, dreidimensionalen Ausrichtung des Proteins und 
der Ausbildung des aktiven Zentrums, zu dessen Substratbindungsstärke und katalytischen 
Aktivität beide Polypeptidketten beitragen. Die Assoziation zweier dieser Heterodimer führt 
zur Entstehung eines aktiven Caspaseproteins mit zwei funktionstüchtigen und 
unabhängigen katalytischen Einheiten (Gupta 2000, Nicholson und Thornberry 1997). Die 
ausgereiften Proteasen sind überwiegend im Zytoplasma lokalisiert, wobei einige aber auch 
an die Membranen der Zellorganellen angelagert sein können (Bratton et al. 2001). Speziell 
die Caspase-4 ist in ihrer Proform an die Membran des ER und der Mitochondrien 
gebunden. Während der Apoptose übernehmen die einzelnen Caspasen unterschiedliche 
Funktionen, wodurch der Verlauf des programmierten Zelltods in Kaskaden erfolgt. Die 
Gruppe der Initiatorcaspasen erfüllen dabei die Weiterleitung pro-apoptotischer Signale und 
lösen die Aktivierung untergeordneter Caspasen aus. Innerhalb der unterschiedlich-
vermittelten Apoptosesignaltransduktionswege spielen spezifische Initiatorcaspasen eine 
zentrale Rolle. So ist die Aktivität der Initiatorcaspase-8 spezifisch für die Rezeptor-
vermittelte Apoptose und die der Casapse-9 bei der mitochondrial-vermittelten Apoptose. 
Die Aktivierung der Caspase-4 hingegen ist in humanen somatischen Zellen ausschließlich 
der ER-Stress vermittelten Apoptose zugeschrieben (Li et al. 2006a, Yamamuro et al. 2011). 
Die Gruppe der Effektorcaspasen ruft mit ihrer Aktivierung die irreversible Degradierung der 
betroffenen Zellen hervor, sobald eine ausreichende Anzahl an aktivierten 
Exekutionsproteasen vorliegt. Dabei ist vor allem die Caspase-3 zu nennen, welche eine der 
wichtigsten Effektorcaspasen darstellt (Porter und Janicke 1999). Als Folge ihrer Aktivität 
werden Zellstrukturproteine, die DNA und deren Reparaturenzyme sowie Enzyme des 
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Zellmetabolismus abgebaut und tragen so zur Ausbildung der typischen morphologischen 
Veränderungen apoptotischer Zellen bei (Gorman et al. 1998). 
2.2.2.2 Calpain 
Calpaine sind Ca-abhängige, nicht-lysosomale Cysteinproteasen, welche ubiquitär in allen 
Säugern vor kommen (Sorimachi et al. 1997). Ihre Aktivität steht mit der Auslösung von 
Apoptose bei verschieden Geweben im Zusammenhang (Momeni et al. 2007, Ray et al. 
1999). Die zwei am häufigsten auftretenden Isoformen dieser Proteasefamilie sind µ- und 
m-Calpain. Der Unterschied beider Formen liegt in deren benötigter Menge an Calciumionen 
zur Aktivierung. So erlangt µ-Calpain bereits bei einer Calciumionenkonzentration von 
2 - 80 µM seine proteolytische Eigenschaft, wo hingegen m-Calpain erst bei einer 
Konzentration von 0,2 - 0,8 mM aktiv vorliegt (Ray et al. 2003). Lokalisiert sind beide 
Formen im Zytoplasma der Zellen. Aufgrund einer physiologischen intrazellulären 
Calciumkonzentration von 50 - 100 nM liegen sie unter normalen Umständen als inaktive 
Pro-Enzyme vor. Jedoch führt der Anstieg des intrazellulären Ca++-Spiegels zur Aktivierung 
der Calpaine und deren Proteolyse zellulärer Proteine (Pietrobon et al. 1990, Wingrave et al. 
2003). Hervorzuheben ist hierbei die Spaltung der ER-Stress spezifischen Casaspe-4 und 
der damit verbundenen Apoptose-initiierenden Wirkung des Calpains (Hitomi et al. 2004). 
2.3 Signalwege der Apoptose bei humanen Spermatozoen 
Die aus somatischen Zellen bekannten Apoptosesignalkaskaden lassen sich nicht einfach 
auf Gameten und speziell auf humane Spermien übertragen, da bereits beim Vergleich 
verschiedener Spezies und Zellarten Abweichungen im Verlauf apoptotischer 
Signalkaskaden auftreten. Somatische Zellen und humane Spermien weisen aufgrund ihrer 
spezifischen extra- und intrazellulären Konstitution extreme Unterschiede auf und lassen 
den Ablauf somatischer Signalkaskaden bei Spermien anzweifeln. Es lässt deshalb auf eine 
veränderte Signalweiterleitung als auch Regulierung schließen. Zur Aufklärung des Aufbaus 
von Apoptosekaskaden bei Spermien und deren Ablauf wurden bereits vereinzelt 
Untersuchungen angestellt. Die Ergebnisse dieser Arbeiten und deren bisherig 
nachgewiesenen Kaskadenelemente sind in Abbildung 4 dargestellt und werden in den 
folgenden Abschnitten näher beleuchtet. 
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Abbildung 4: Elemente unterschiedlicher apoptotischer Signaltransduktionswege. 
Zusammenfassend dargestellt sind die Ergebnisse bereits angestellte Untersuchungen zur Rezeptor-vermittelten 
sowie zur mitochondrial-vermittelten Apoptose. Weiterhin abgebildet sind mögliche weitere Signalwege der 
Apoptose bei humanen Spermatozoen, welche über einen Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration, über 
die Akrosomreaktion oder durch oxidativen Stress ausgelöst werden könnten. Erweitert und verändert nach 
Grunewald (Grunewald 2009). 
 
2.3.1 Rezeptor-vermittelte Apoptose 
Die Rezeptor-vermittelte Apoptose spielt eine wichtige Rolle während der Spermatogenese 
in den Testikeln des Mannes. Mithilfe von Todesrezeptoren auf der Plasmamembran können 
Entwicklungsgestörte oder irreversibel geschädigte testikuläre Gameten während der 
Spermatogenese spezifisch eliminiert werden (Aitken und Baker 2013, Lin et al. 2010). 
Die Bedeutung der Rezeptor-vermittelten Apoptose und das Vorhandensein von 
Todesrezeptoren bei ejakulierten Spermien sind jedoch umstritten. Anscheinend spielen 
diese hier nur eine untergeordnete bis keine Rolle. Zwar gibt es Spermien mit 
plasmamembranexprimierten Fas-Rezeptoren, doch belegen verschiedene Untersuchungen 
bei ejakulierter Spermatozoen gesunder Männer, dass nur ein äußerst geringer Prozentsatz 
der Spermien diesen tragen (<1,0 %). Selbst Ejakulate infertiler Männer wiesen nur einen 
geringen Anteil Fas+-Spermien auf (<4,2 %) (Grunewald 2003, Soleimani et al. 2010). Dieser 
geringe Teil an Fas-positiven Spermien lässt vermuten, dass diese Zellen Relikte einer 
abortiven Apoptose während der Spermatogenese sind und eine unvollständige 
Spermienreife erfahren haben (Sakkas et al. 1999). Morphologische Untersuchungen dieser 
Subpopulationen weisen ebenfalls daraufhin, dass Fas+-Spermien Anzeichen von Unreife 
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tragen (Paasch et al. 2003a, Soleimani et al. 2010). Selbst bei Analysen apoptotischer 
Spermien zeigte sich nur ein geringer Teil dieser als Fas-positiv. Diese Ergebnisse weisen 
daraufhin, dass die Rezeptor-vermittelte Apoptose bei Spermien keinen großen Einfluss 
haben kann und damit nur eine untergeordnete Rolle spielen kann. Weitere Arbeiten 
belegen sogar die Abstinenz der Fas-Rezeptoren auf ejakulierten Spermien (Castro et al. 
2004, Perticarari et al. 2008). Studien zweier Arbeitsgruppen belegen zusätzlich, dass nach 
Induktion von maturen Spermien mit CD95-Antikörper keine Aktivierung der Caspase-8 
stattfindet. Diese Erkenntnis lässt auf eine Unempfindlichkeit reifer Spermien für die 
Rezeptor-vermittelte Apoptose schließen (Grunewald et al. 2005b, Taylor et al. 2004). 
Andere Rezeptoren wurden bei ejakulierten Spermien bisher nicht nachgewiesen. 
2.3.2 Intrinsische Apoptose 
Einzelne Elemente intrinsischer Apoptosesignalwege somatischer Zellen konnten bei 
ejakulierten humanen Spermien bereits nachgewiesen werden. Eines der wesentlichsten 
Bestandteile stellt dabei die Enzymfamilie der Caspasen dar, wobei das Vorkommen der 
Caspasen -8, -9, -1, -3 bei humanen Spermien bereits belegt wurde (Grunewald et al. 2001, 
Wundrich et al. 2006). Die einzelnen Enzyme sind nicht über das gesamte Spermien verteilt 
sondern nur in bestimmten Kompartimenten der Spermien anzutreffen. So sind die 
Caspasen -8, -1 und -3 überwiegend im postakrosomalen Raum vorzufinden, wo hingegen 
die Caspase-9 ausschließlich im Mittelstück angesiedelt ist (Paasch et al. 2004a, Weng et 
al. 2002). Aufgrund verschiedener Studien an ejakulierten Spermatozoen infertiler Männer 
konnte gezeigt werden, dass diese Enzyme auch in ihrer aktivierten Form vorliegen können 
und deckten gleichzeitig deren negativen Einfluss auf die Fertilität des Mannes auf 
(Grunewald et al. 2005b, Kotwicka et al. 2008, Ricci et al. 2009). Jedoch kann diese 
Aktivierung bereits vor als auch nach der Ejakulation stattfinden, was Untersuchungen mit 
kryokonsierten Spermatozoen zeigten (Grunewald et al. 2001). Diese Ergebnisse spiegeln 
zusätzlich die konservierte Funktionalität der Caspasen bei ejakulierten Spermatozoen 
wieder trotz deren spezifischer Differenzierung während der Spermatogenese. Im weiteren 
Verlauf der Forschungen wurde auch das Vorhandensein und die Aktivität der 
Initiatorcaspase-12 bei Spermien nachgewiesen, wobei deren Funktion beim Menschen 
stark eingeschränkt ist (Grunewald 2009). In einer neueren Arbeit wurde die zunehmende 
Expression von Caspase-4 und -6 bei gestörter Spermatogenese beschrieben und lässt 
vermuten, dass auch diese Mitglieder der Caspasenfamilie bei der apoptotischen 
Signaltransduktion der ejakulierten humanen Spermatozoen eine Rolle spielen (Cavalcanti 
et al. 2011). Vor allem die Caspase-4 steht im Verdacht an einer Calcium-vermittelten 
Apoptose beteiligt zu sein. 
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2.3.3 Regulatorproteine der Apoptosesignaltransduktion 
Verschiedene Regulatorproteine des Mechanismus Apoptose wurden bei ejakulierten 
Spermatozoen auf Proteinebene bereits nachgewiesen. Dies betrifft vor allem die 
Apoptoseregulatoren der Bcl-2-Familie. Wie aus somatischen Zellen bekannt können diese 
pro- oder anti-apoptotische Eigenschaften haben und auf die Aktivierung der Caspasen 
sowie auf den Verlauf der Signalkaskaden Einfluss nehmen. Die Funktion und der mögliche 
Umfang des Einflusses auf die Apoptosekaskade bei Spermien sind jedoch weitgehend 
unerforscht. 
 
Tabelle 2: Übersicht zum aktuellen Wissenstand zu den pro- und anti-apoptotischen 
Regulatorproteinen  humaner Spermatozoen. 
Legende: + Vorhandensein bei humanen Spermatozoen nachgewiesen; ↔ unverändert, ↑ erhöht, ↓ vermindert 






gestörter Fertilität Literatur 
Bax + ↑ (Blanc-Layrac et al. 2000, 
Chang et al. 2010) 
Bak + ↔ (Wündrich 2004) 
Bad - -  
Bcl-xS + ↑ (Sakkas et al. 2002) 
Bim, Bid, Bmf, Hrk, 
Noxa, Puma 







gestörter Fertilität Literatur 
Bcl-w  + Nicht nachweisbar (Wündrich 2004) 
Bcl-2 + ↑ (Chang et al. 2010) 
Bcl-xL + ↓ (Cayli et al. 2004) 
Mcl-1 - -  
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2.3.4 Biochemische Veränderungen während der Apoptose bei 
Spermien 
2.3.4.1 Integrität des mitochondrialen Membranpotenzial und die Externalisierung 
von Phosphatidylserin 
Auf der Suche nach Anzeichen apoptotischer Vorgänge bei ejakulierten Spermatozoen, 
konnten neben den Caspasen weitere aufgedeckt werden. So konnten zellspezifische 
Veränderungen der Mitochondrien und der Asymmetrie der Plasmamembran bei 
Subpopulationen ejakulierter Spermien festgestellt werden, welche mit apoptotischen 
Vorgängen in Verbindung gebracht werden. In diesem Zusammenhang zu nennen sind zum 
einen der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenzials (MMP) und zum 
anderen die Externalisierung von Phosphatidylserin auf der Plasmamembran. Das Eintreten 
beider Ereignisse steht in Verbindung mit der Aktivität einer Vielzahl von Caspasen in 
Spermien und anderer Apoptose-spezifischer Veränderungen (Zhang et al. 2014). Eine 
Zugehörigkeit beider Ereignisse als Kennzeichen apoptotischer Signalkaskaden bei 
ejakulierten Spermien konnte bereits erbracht werden (Said et al. 2006). Diese, der frühen 
Apoptose zugeschriebenen Ereignisse, treten nachweislich besonders gehäuft bei 
immaturen Spermien und infertilen Männern auf (Baccetti et al. 1996, Espinoza et al. 2009, 
Grunewald et al. 2010). Beide Ereignisse wirken sich nachweislich negativ auf die Fertilität 
aus (Auger et al. 1989, Gallon et al. 2006, Grunewald et al. 2008, Kotwicka et al. 2011). 
Zudem ist die Funktionalität der Spermien stark von der Integrität der Mitochondrien 
abhängig, welche an einer Vielzahl von Prozessen innerhalb der Spermien beteiligt sind. 
Eine Schädigung dieser Organellen wird als Initiation der Apoptose bei Spermien diskutiert 
(Amaral et al. 2013). 
2.3.4.2 Aktivierung von Caspasen 
Arbeiten in der jüngeren Vergangenheit demonstrierten, dass aktive Caspasen bei Spermien 
vorkommen können und dass ein erhöhter Prozentsatz an Spermien mit aktiven Caspasen 
im Zusammenhang mit einer zunehmenden Infertilität des Mannes steht (Grunewald et al. 
2005b, Kotwicka et al. 2008, Ricci et al. 2009). Bisher wurden proteinbiochemisch und 
fluoreszenzoptisch in ejakulierten Spermatozoen die Caspasen -8, -9, -1, -3 nachgewiesen 
(Grunewald et al. 2001, Wundrich et al. 2006). Diese Caspasen gehören zu den wichtigsten 
Bestandteilen der wesentlichen Signalwege der Apoptose. In Spermatozoen sind die 
Caspasen -8, -1 und -3 überwiegend im postakrosomalen Raum vorzufinden. Hingegen ist 
die Caspase-9 ausschließlich im Mittelstück anzutreffen (Paasch et al. 2004a, Weng et al. 
2002). Die Aktivierung aller vier konnte bereits anhand von kryokonservierten Ejakulaten 
gezeigt werden (Grunewald et al. 2001). Auch bei Untersuchungen infertiler Männer zeigten 
sich erhöhte Caspaseaktivitäten im Vergleich zu fertilen Spendern (Almeida et al. 2013, 
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Tawadrous et al. 2011, Zalata et al. 2011). In einer neueren Arbeit wurde die erhöhte 
Expression von Caspase-4 und -6 bei einer gestörten Spermatogenese beschrieben. Dies 
lässt vermuten, dass auch diese Mitglieder der Caspasenfamilie bei der apoptotischen 
Signaltransduktion bei Spermien eine Rolle spielen (Cavalcanti et al. 2011). 
2.3.4.3 DNA-Fragmentation bei Spermien 
Im Gegensatz zum Zusammenbruchen des mitochondrialen Membranpotenzials ist das 
Einsetzen der Fragmentation des Erbguts eine sehr spät im Verlauf der Apoptose 
auftretende Veränderung. Bei einem Teil ejakulierter Spermien wurde dieser Marker des 
programmierten Zelltods ebenfalls festgestellt, jedoch sind die Ursachen noch weitgehend 
ungeklärt. Bereits bekannt ist, dass der Fragmentationsgrad des Spermienerbguts einen 
enormen Einfluss auf die Fertilität hat. So zeigen mehrere Arbeiten ein abnehmendes 
Fertilitätspotenzial bei Spermien mit erhöhter DNA-Fragmentation bis hin zur vollständigen 
Infertilität bei den betroffenen Männern (Evgeni et al. 2014, Lopez et al. 2013, Simon et al. 
2013, Spano et al. 2000, Wdowiak et al. 2014). Eingesetzt in der assistierten 
Reproduktionstechnik der intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) zieht die 
Beschädigung der DNA eine Abnahme der Embryonenqualität nach sich (Tandara et al. 
2014). Aus der Literatur kristallisieren sich 3 mögliche Theorien für den Ursprung der DNA-
Fragmentation bei ejakulierten Spermien heraus und rufen als Ursache eine „defekte 
Chromatinkondensation“ während der Spermatogenese, eine aktivierte „Apoptose“ oder das 
Resultat „oxidativen Stress“ der Spermatozoen aus. 
Defekte Chromatinkondensation 
Eine mögliche Ursache des Nachweises fragmentierter DNA bei ejakulierten Spermien 
könnten Störungen in der Spermatogenese sein. Dadurch auftretende Defekte der 
Chromatinkondensation können dazuführen, dass ein unvollständiger Austausch des 
chromatinen Packmaterials stattfindet oder während der Spermatogenese transient 
notwendige Einzelstrangbrüche nicht behoben werden. So trägt der unvollständige 
Austausch von Histonen durch Protamin zu einer geringen Packdichte der Spermien-DNA 
bei und bewirkt eine höhere Suszeptibilität der DNA. In Folge kann dies zu Verletzungen der 
DNA im weiteren Verlauf der Spermatogenese oder bei der Ejakulation führen (Villani et al. 
2010). Gerade die Entfernung überflüssiger Organellen und überschüssigen Zytoplasmas 
während der Spermienreife kann physiologische Schutzbarrieren aufheben aber auch eine 
passive Schädigung des Erbmaterials nach sich ziehen.  
Die Störung eines anderen Vorgangs der Spermatogenese, die aktive Destabilisierung der 
DNA, kann ebenfalls das Auftreten fragmentierter DNA in ejakulierten Spermatozoen 
begünstigen. Es handelt sich dabei um die kontrollierte Destabilisierung der DNA durch das 
Einbringen von Einzelstrangbrüchen während des Austausches der Histone durch Protamin. 
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Dieser Vorgang findet durch die Aktivität von Topoisomerasen statt und dient zum Schutz 
der DNA vor spannungsbedingtem Stress, welcher irreversible Schäden des Erbguts nach 
sich zieht. Bei der korrekt ablaufenden Spermatogenese kommt es am Ende der 
Protamination zur Reparatur der Einzelstrangsbrüche. Dies erfolgt bei einer gestörten 
Spermatogenese jedoch nicht und führt direkt zu einer erhöhten DNA-Fragmentationrate der 
betroffen Zellen. Begünstigt durch die destabilisierende Wirkung der Nicks zusammen mit 
einer geringen Packdichte der DNA kommt es zusätzlich zu einer fortschreitenden 
Schädigung des Erbmaterials (Leduc et al. 2008). 
 Apoptose 
Die Apoptose wurde Anfangs nur als abortiver Prozess angesehen und nicht als mögliche 
Ursache für die Fragmentation der DNA bei ejakulierten Spermien in betracht gezogen. Eine 
Änderung in dieser Auffassung brachte die Erkenntnis der Aktivierbarkeit von Caspasen bei 
Spermien auch nach der Ejakulation. Auch der Nachweis weiterer Anzeichen apoptotischer 
Signalkaskaden wie der Zusammenbruch des MMPs, die Aktivierung der Caspasen durch 
Cytochrom C-Austritt und die Externalisierung von Phosphatidylserin unterstützten diese 
neue Sichtweise. Wobei gerade in pathologischen Spermiensubpopulation diese Marker 
erhöht vorliegen und den bisherigen Kenntnisstand über die negative Auswirkung der DNA-
Fragmentation als auch der Apoptose auf die Fertilität bei Spermien bestätigt. Den 
Zusammenhang beider Ereignisse bei ejakulierten Spermien bringt das Wissen über die 
spezifische Induktion von DNasen und dem damit einsetzenden Abbau der DNA als ein spät 
eintretendes Ereignis der Apoptose. Daraus ergeht, dass auch Apoptose in ejakulierten 
Spermien zur Fragmentation der DNA beitragen könnte oder sogar dessen Hauptgrund ist. 
Einzelne DNA verdauende Enzyme wurden bereits bei Spermien nachgewiesen, jedoch ist 
aufgrund der hohen Kompartmentierung und der hohen Packdichte des 
Spermienchromatins die Fragmentierung der DNA durch DNasen umstritten (Koppers et al. 
2011, Smith et al. 2013). 
Oxidativer Stress 
Oxidativer Stress bei Spermien ist das Resultat eines exzessiven Kontakts dieser mit 
reaktiven Sauerstoffspezies und führt zur pathologischen Schädigung der betroffenen 
Zellen. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind hochreaktive, freie Radikale des Sauerstoffs 
mit oxidativer Wirkung. Doch haben ROS in Spermien nicht nur eine toxische Wirkung. Im 
Gegensatz, eine geringe Konzentration an ROS ist für Spermien nicht nur eminent wichtig 
zur finalen Reifung, der Kapazitation, im weiblichen Genital, sondern auch für die spätere 
Fertilisation der Oozyte (Boerke et al. 2013, Lewis und Aitken 2001). Dabei sind Spermien 
selbst in der Lage ROS über ihre eigenen Mitochondrien oder über NADPH-Oxidasen zu 
generieren (Musset et al. 2012). Wird jedoch eine kritische Konzentration über einen 
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längeren Zeitraum überschritten, führt dies zur oxidativen Degradation von Lipiden und der 
massiven Schädigung des Spermienerbguts (Bennetts und Aitken 2005, Koppers et al. 
2008). Die Schädigung der DNA erfolgt durch die Mitglieder der ROS-Familie trotz der 
hohen Packdichte des Spermienerbguts und ist durch die geringe Größe der ROS-Moleküle 
begünstigt. Während des oxidativen Angriffs kommt es zur Oxidation der Nukleinbasen der 
DNA. Aufgrund einer bevorzugten Oxidation von Guanin kommt es, über die Bildung von 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosin (8OHdG) und der anschließenden Exzision der oxidierten Basen, 
zur Entstehung von Einzel- und Doppelstrangbrüchen innerhalb der DNA (De Iuliis et al. 
2009b, Fraga et al. 1991, Fraga et al. 1996, Smith et al. 2013). 
Die Generierung von ROS sowie der daraus entstehende oxidative Stress für die Zellen 
könnte auch durch Apoptose ausgelöst werden. Der während des programmierten Zelltods 
stattfindende Zusammenbruch der Mitochondrien könnte dazuführen, dass hohe Mengen an 
ROS aus den Mitochondrien in den intrazellulären Raum treten und oxidativen Stress 
erzeugen. Somit wären beide Mechanismen bei Spermien eng miteinander verbunden und 
würden sich gegenseitig ergänzen (Aitken et al. 2013). Zusätzlich zu der Menge an 
selbstgeneriertem ROS kann, während der Spermatogenese im Mann, freies ROS in der 
Umgebung eine Schädigung der Spermien auslösen. Die Konzentration des freien ROS wird 
durch entzündliche Reaktion im umliegenden Gewebe und den daran beteiligten Leukozyten 
gesteuert (Aitken und West 1990). Aber auch weitere Faktoren wie Rauchen, Kontakt mit 
radioaktiver Strahlung, überhöhte Wärme, Medikamente, Bakterien und ein fortgeschrittenes 
Alter können oxidativ-bedingte DNA-Schäden hervorrufen (De Iuliis et al. 2009a, Fraczek et 
al. 2007, Ghosh et al. 2002, Linschooten et al. 2011, Mostafa et al. 2001, Singh et al. 2003). 
Gerade mature Spermien haben einen limitierten Schutzmechanismus gegen ROS, da sie 
nur ein geringes Zytoplasmavolumen besitzen und sie damit nur über eine vergleichsweise 
niedrige Konzentration an Antioxidantien verfügen. Jedoch bieten im Seminalplasma gelöste 
Antioxidantien einen zusätzlichen, wenn auch limitierten Schutz vor ROS und oxidativem 
Stress von außen. Doch kommt dieser Schutz ihnen erst während der Ejakulation zugute, 
bei der erst eine Vermischung von Seminalplasma und Spermatozoen stattfindet (Rhemrev 
et al. 2000). Einen speziellen Schutz für die DNA der Spermien vor oxidativen Schäden 
bietet deren einzigartige und hohe Packdichte. Allerdings wirkt dieser Schutz nur bis zu 
einer kritischen Konzentration an ROS. Wird diese überschritten und kann über einen 
längeren Zeitraum auf die DNA einwirken, so kommt es trotz allem zur Schädigung der 
DNA. Aufgrund der hohen Packdichte tritt jedoch eine verzögerter Fragmentation ein und 
lässt nur eine langsam ablaufende Schädigung der DNA zu. Da die Oozyte über 
verschiedene Reparaturmechanismen verfügt, um ein bestimmtes Maß an Schäden des 
männlichen Erbguts zu beheben, bleibt den Spermien ein gewisses Zeitfenster vom Eintritt 
in den weiblichen Genitaltrakt bis hin zur Befruchtung der Oozyte, ohne dass deren 
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Fertilitätspotenzial signifikant beeinflusst wird. Das Eintreten von DNA-Schäden erfolgt 
voraussichtlich an den weniger kompakt gepackten Toroid-verknüpfende Regionen der 
DNA. Eine voranschreitende Destabilisation der gesamten DNA ist die Folge und führt zu 
einer ansteigenden Suszeptibilität dieser gegenüber oxidativem Stress (Aitken und De Iuliis 
2010). 
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2.4 Ziele der vorliegenden Arbeit 
Trotz der bei humanen Spermatozoen bereits nachgewiesenen Präsenz einzelner, 
aktivierter Elemente apoptotischer Signalkaskaden sind deren Ursachen und Funktionen 
noch immer ungeklärt. Die bisher getätigten Arbeiten beschränkten sich dabei auf die 
Untersuchung von Spermiensubpopulation infertiler Spender und dem Vergleich mit 
Ejakulaten fertiler Probanden. Durch diese Form der wissenschaftlichen Untersuchung 
manifestierte sich die Theorie einer abortiven Apoptose bei Spermien, deren Ursprung in 
einer beschädigten Spermatogenese läge. Eine postejakulative Apoptoseinduktion wurde 
jedoch nicht beleuchtet, sodass auch die Zukunft der im weiblichen Genital nicht an der 
Befruchtung teilnehmenden Spermatozoen umstritten ist. 
 
Daher lag der erste Schritt dieser Arbeit darin, unter Einsatz gezielter Apoptoseinduktoren, 
die postejakulative Initiationsfähigkeit von Apoptose bei humanen Spermien fertiler Spender 
zu untersuchen. Gleichzeitig sollte das mögliche Vorkommen verschiedener apoptotischer 
Signalkaskaden mit unterschiedlichen Initiationspunkten und abweichenden Signalwegen 
biochemisch analysiert werden.  
 
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen sollten elektronenmikroskopische Untersuchungen 
angestellt werden, um das Auftreten typischer ultramorphologischer Veränderungen nach 
der Induktion spezifischer Apoptosesignalwege bei maturen Spermien gesunder Spender zu 
untersuchen. Damit sollte ein weiterer Beweis für die Aktivierbarkeit apoptotischer 
Signalkaskaden bei ejakulierten Spermatozoen erbracht werden. 
 
Der dritte Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bestand aus der Erforschung des 
Zusammenspiels zwischen dem im weiblichen Genitaltrakt eintretenden und für die 
Fertilisation notwendigen Reifungsprozess der Akrosomreaktion und der Apoptose. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
Die folgenden Übersichten geben die verwendeten Standardgeräte, Chemikalien, Antikörper 
Medien und Kits sowie deren Hersteller wieder. 
 
Tabelle 3: Verwendete Geräte und deren Hersteller. 
Geräte Hersteller 
Integrated Visual Optical System (IVOS) 
mit Computer-assistiertem 
Spermienanalyseprogrammr 
Hamilton Thorne (Massachusetts, USA) 
 
Labotect Inkubator C42 Labotect GmbH (Göttingen, DE) 
Leja – Standard Count 2 Chamber Slide Leja (Nieuw Vennep, NL) 
Olympus BX-41Fluoreszenzmikroskop Olympus (Hamburg, DE) 
Olympus DP-70 Digitalkamera Olympus (Hamburg, DE) 




BD LSR II Becton Dickinson Biosciences (Erembodegem, 




Agitateur Top-Mix 11118 
 
Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH 









Scientific Industries, Inc. (Bohemia, NY, USA) 
 
 Zentrifugen 
Biofuge 28 RS Heraeus SEpatech (Osterode, DE) 
Centrifuge 5417 C Eppendorf AG (Hamburg, DE) 
Sigma 3-10 Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode, DE) 
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Tabelle 4: Liste der verwendeten Chemikalien und deren Hersteller. 
Chemikalien Hersteller 
Aceton Merk (Darmstadt, DE) 
Betulinsäure EnzoLifeScience (Lörrach, DE) 
Calcium Ionophor A23187 Sigma-Aldrich (München, DE) 
Durcupan Sigma-Aldrich (München, DE) 
NP-EGTA, AM Life Technologies (Darmstadt, DE) 
Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich (München, DE) 
Thapsigargin Sigma-Aldrich (München, DE) 
Pluronic F-127 Life Technologies (Darmstadt, DE) 
Paraformaldehyd 4 % Morphisto (Frankfurt am Main, DE) 
25 % Glutaraldehyd SERVA Electrophoresis (Heidelberg, DE) 
Wasserstoffperoxid 30 % Aug. Hedinger (Stuttgart, DE) 
10x PBS PAA Laboratories (Pasching, AUT) 
Propidiumiodid Sigma-Aldrich (München, DE) 
Phosphorwolframsäure Morphisto (Frankfurt am Main, DE) 
Uranylacetat Sigma-Aldrich (München, DE) 
Low-melt Agarose Sigma-Aldrich (München, DE) 
 
Tabelle 5: Verwendete Antikörper. 
Antikörper Hersteller 
CD46:FITC-Antikörper Bio-Rad AbD Serotec, Inc. (Puchheim, DE) 
 
Tabelle 6: Zum Einsatz gekommene Medien. 
Chemikalien Hersteller 
Human Tubal Fluid-Medium  
(HTF-Medium) 
Irvine Scientific (Santa Ana, CA, USA) 
Isolate® Spermienseparationskit mit 
90 %igem und 47 %igem 
Dichtegradientenmedium 
Irvine Scientific (Santa Ana, CA, USA) 
Roswell-Park-Memorial-Institute (RPMI) 
Zellkulturmedium 1640 ohne L-Glutamin 
Lonza Group AG (Basel, CH) 
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Tabelle 7: Verwendete Kits. 
Kits Hersteller 
APO-DIRECT-Kit  Merck Millipore, Darmstadt, DE) 




Trevigen, Inc. (Gaithersburg, MD, USA) 
FAM FLICA Caspase 3/7 Detektionskit  ImmunoChemistryTechnologies (Boomington, 
MN, USA) 




Nach vorliegendem positivem Ethikvotum der Universität Leipzig, mit der 
Bearbeitungsnummer 136-10-31052010, wurden Ejakulate gesunder Männer verwendet. 
Alle potenziellen Probanden wurden über die Experimente aufgeklärt und deren 
Einverständnis schriftlich eingeholt. Zu Forschungszwecken wurden ausschließlich Ejakulate 
von allgemein gesunden Spendern eingesetzt, welche frei von ansteckenden oder sexuell 
übertragbaren Krankheiten waren und keine Drogen konsumierten. Zwei den WHO-Kriterien 
als gesund entsprechende Ejakulatproben und Normwerte der Sexualhormone Testosteron, 
follikelstimulierendes Hormon (FSH) und luteinisierendes Hormon (LH) waren 
Grundvoraussetzung für die Aufnahme als Proband (World Health Organization 2010b). Alle 
Probanden waren normalgewichtig mit einem BMI von 20 – 25. Das Alter der Probanden lag 
zwischen 20 – 49 Jahren. 
 
Tabelle 8: Durchschnittliches Alter und BMI der Probanden. 
 Mittelwert Standardabweichung 
Alter 29 ± 6,50 
BMI 22,36 ± 1,94 
3.3 Ejakulatgewinnung 
Die Ejakulate wurden nach einer sexuellen Karenz von mindestens drei Tagen durch 
Masturbation in ein steriles Bechergefäß in der Klinik und Poliklinik für Dermatologie, 
Venerologie und Allergologie in der Abteilung Andrologie des Universitätsklinikums Leipzig 
gewonnen. Zur Liquifizierung der Proben wurden diese für 30 min in einem Inkubator bei 
37°C aufbewahrt. Insgesamt wurden 147 Einzelejakulate von 32 verschiedenen Probanden 
untersucht. 




Die Bewertung der Spermienqualität erfolgte nach WHO-Richtlinien. Dabei wurden Farbe, 
Konsistenz, Volumen und pH-Wert des Ejakulates und im besonderen die Vitalität, 
Konzentration und Motilität der Spermien bestimmt (World Health Organization 2010a). 
Letzteres wurde ergänzend mit einer Computer-assistierten Spermien-Analyseeinheit 
(CASA) verifiziert. Zur Klassifizierung der Motilität wurden die Spermien dabei in 3 
Kategorien eingeteilt. Aktiv bewegliche Spermien ohne Berücksichtigung deren 
Geschwindigkeit wurden der Kategorie „progressiv motil“ (PR) zugeordnet. Alle Spermien 
ohne progressives Motilitätsmuster entsprachen der Kategorie „nichtprogressiv motil“ (NP). 
Keine Beweglichkeit aufweisende Spermien wurden der Kategorie „immotil“ (IM) zugeordnet 
(World Health Organization 2010a). 
3.4.2 Computer-assistierte Spermien-Analyse 
Die Computer-assistierte Spermien-Analyse (CASA) ist ein computerisiertes Videosystem, 
welches Spermatozoen erkennt und deren Geschwindigkeiten errechnen kann. Mit Hilfe 
eines solchen Systems können Spermiogrammparameter zeitsparend und objektiv erfasst 
werden. 
Für die Bestimmung der Konzentration, Motilität und Hyperaktivität von Spermien wurde der 
Integrated Visual Optical System (IVOS) Sperm Analyzer der Firma Hamilton Thorne 
genutzt. Dafür wurden 6 µL eines Spermienaliquots an den Rand einer 20 µm tiefen 
Leja-Plattenzählkammer gegeben und durch den Kapillareffekt in das Innere der Kammer 
transportiert. Alle Motilitätsanalysen wurden stets bei 36°C mit vorgewärmten 
Plattenzählkammern durchgeführt, welche über einen Objekttisch in das Gerät 
eingeschleust wurden. Bei jedem einzelnen Probenaliquot wurden 10 Felder einer 
Plattenkammer zufällig ausgewählt und die darin befindlichen Spermien gemessen. Um 
signifikante Aussagen über die Motilität zu erhalten, wurden mindestens 200 Spermienzellen 
bewertet, eine maximale Zellkonzentration von 70*106 Zellen / mL jedoch nicht 
überschritten. Bei höheren Zellkonzentrationen wurde eine Verdünnung der Probe erstellt 
und diese wiederholt gemessen. Aufgrund der besonderen Form der Spermatozoen, 
bestehend aus Kopf- und Schwanzfragment, konnte selektiv deren Bewegungen erfasst und 
auch die Bahnen sich kreuzender Spermien eineindeutig zugewiesen werden. Dies erfolgte 
über eine Phasenkontrastoptik, welche 20 Bilder in einem Abstand von je 34 ms aufzeichnet 
und daraus Geschwindigkeiten errechnet (Yeung und Nieschlag 1993). In Tabelle 9 werden 
diese Geschwindigkeitsparameter aufgelistet und näher beschrieben. 
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Tabelle 9: Erläuterung der CASA berechneten Geschwindigkeitsparameter von Spermien. 
Bahnparameter [µm/s] Abkürzung Bedeutung 
Velocity Curvilinear VCL Geschwindigkeit über die tatsächlich 
zurückgelegte Bahn 
Velocita Straight Line VSL Geschwindigkeit über die direkte 
Verbindungslinie vom ersten bis zum letzten 
Messpunkt 
Velocity Average Path VAP Geschwindigkeit über eine gemittelte Bahn 
 
Als Grundlage für die Einteilung der Spermien in ihre Motilitätsklassen dient VAP, in dessen 
Berechnung sowohl VCL und VSL als auch ein CASA-System spezifischer Algorithmus 
einbezogen wird. Tabelle 10 stellt eine Übersicht dieser Motilitätsklassen dar. 
 
Tabelle 10: Klassifizierung der Spermienmotilität nach WHO. 
Motilitätsklasse Abkürzung Erläuterung 
Progressiv Motil PR Spermatozoen mit aktiver, vorwärts gerichteter 
Bewegung und ohne Berücksichtigung der 
Geschwindigkeit(VAP > 5 µm/s)  
Nichtprogressiv Motil NP Alle Arten der Spermienmotilität unter 
Ausschluss von Progression (VAP ≤ 5 µm/s)  
Immotil IM Keine Beweglichkeit 
 
Zusätzlich erfolgte die Bestimmung der Gruppe an hyperaktiven Spermien. Diese weisen 
sich aus durch ein hyperaktiv schlagendes Flagellums, einem VCL ≥ 150 µm/s, einer 
Linearität ≤ 50 % (LIN = VSL / VCL) und einer durchschnittlich, seitlichen 
Kopfauslenkung ≥ 7,0 µm (Mortimer und Mortimer 2013). Alle Analysen erfolgten unter den 
vom Hersteller angegeben Geräteeinstellungen. Durch die verwendeten Leja-Platten-
zählkammern konnten separierte und gereinigte Spermien unmittelbar in einem 
Rinderserumalbumin-freien Waschmedium bewertet werden, da keine Adhäsion der 
Spermien an der Kontaktoberfläche der Leja-Platten-Zählkammern stattfand. 




Das Waschen beschreibt die Gewinnung der größtmöglichen Anzahl an Spermien aus einer 
Lösung durch Abtrennung der Zellen von der flüssigen Phase. Dabei wurden Ejakulate oder 
Spermienfraktionen mit einem jeweils Experiment-spezifischen Puffer oder 1x PBS 
homogenisiert und mittels Zentrifugation für 5 min bei 300 x g die Spermien vom Überstand 
getrennt. Das Zellpellet stand nach Resuspension in dem Experiment-spezifischen Puffer 




Die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) ist eine schonende Methode zur Aufreinigung von 
Spermien-Subpopulationen. Dafür werden aufzubereitende, verflüssigte Ejakulate auf ein 
Dichtegradientenmedium aufgetragen und zentrifugiert. Die Spermien migrieren dabei aus 
dem Ejakulat durch ein Dichtegradientenmedium unterschiedlicher Dichte hindurch, zum 
Boden des Reaktionsgefäßes. Dies bewirkt eine Auftrennung der Spermien nach ihrem 
Grad der Reife und Motilität. Je nach Wahl des Mediums können mature, immature oder 
eine Spermienfraktion bestehend aus beiden gewonnen werden. Den Überstand bildet das 




Für die Aufreinigung von maturen und immaturen Spermatozoen wurde die 
diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. In einem Reagenzglas 
wurden 2 mL 47 %iges Dichtegradientenmedium auf 2 mL 90%iges Dichtegradienten-
medium des Spermienseparationskit Isolate® gegeben und anschließend bis zu maximal 
3 mL verflüssigtes Ejakulat oben aufgeschichtet. Durch Zentrifugation für 20 min bei 600 x g 
bei Raumtemperatur wurde die Ausbildung einer maturen (Pellet) und immaturen 
Spermienfraktion (Grenzschicht zwischen 47 %iger und 90 %iger Phase) sowie die 
Abtrennung des spermienfreien Seminalplasma (Überstand) realisiert. Diese Methode der 
DGZ wurde für die Probengewinnung der ultramorphologischen Untersuchungen und zur 
Aufreinigung maturer kapazitierter Spermien der spezifischen Untersuchungen zur 
intrazellulären Calciumkonzentration verwendet. Je nach Versuchsansatz wurden nur 
mature Spermien oder beide Fraktionen weiter verwendet. Abhängig von den weiteren 
Untersuchungen wurden die Fraktionen entweder in 1 mL HTF-Medium oder 1x PBS 
Material und Methoden 
 37 
gewaschen (Abschnitt 3.5.1, S. 36). Die erhaltenen Spermiensuspensionen wurden bei 37 C 
gelagert und standen für weitere Experimente zur Verfügung. 
Bei Experimenten ohne Differenzierung von maturen und immaturen 
Spermiensubpopulationen wurde die DGZ anstelle des zweischichtigen 
Isolate®-Spermienseparationskits mit 4 mL des einschichtigen Dichtegradientenmediums 
Percoll durchgeführt, welches mit dem Zellkulturmedium Roswell Park Memorial Institute-
1640 (RPMI-1640) versetzt war (siehe Tabelle 11). Bei dieser Durchführung wurde eine 
Gesamtspermienfraktion (Pellet) gewonnen.  
Die immaturen Spermienfraktionen wurden nur bei der Untersuchung ultramorphologischer 
Veränderungen genutzt. Bei allen anderen Versuchen wurden diese nicht weiter verwendet. 
 
Tabelle 11: Zusammensetzung des Dichtegradientenmediums DGZ-RPMI. 
Komponente Anteil 
Percoll 36 % 
NaCl 4 % 
RPMI-1640 60 % 
 
3.6 Analyse von Signaltransduktionswegen 
Die Analysen der Signaltransduktionswege wurden mit Ejakulaten gesunder Spender 
durchgeführt. Die Anzahl der Probanden variierte dabei und war abhängig von dem 
jeweiligen Versuchsansatz. Die mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen 
Spermienfraktionen (Abschnitt 3.5.2, S. 36) wurden gewaschen und Aliquote mit einer 
Spermienkonzentration von 7*106 Zellen / mL hergestellt, welche für den weiteren 
Versuchsablauf zur Verfügung standen. 
3.6.1 Aktivierung und Evaluation der Kapazitation 
Für die Aktivierung des Reifeprozesses Kapazitation (Abschnitt 2.1.3, S. 9) wurden die 
maturen Spermienfraktionen nach DGZ (Abschnitt 3.5.2, S. 36) verwendet. Die 
Spermatozoen wurden in HTF-Medium gewaschen und anschließend in einer 3 %igen BSA-
HTF-Lösung bei 37°C und 5 % CO2 im Inkubator kapazitiert (Lin et al. 1995). Nach 
dreistündiger Inkubation wurden die Spermatozoen in einer 1x PBS-Lösung gewaschen und 
standen für den weiteren Versuchsansatz zur Verfügung. Eine Evaluation der Kapazitation 
wurde durch Messen der Anzahl hyperaktiver Spermien vor und nach der Inkubation mit 
dem Kapazitationsmedium realisiert. Die Messung erfolgte mit der in Abschnitt 3.4.2 (S. 34) 
beschriebenen Computer-assistierten Spermienmotilitäsanalyse (CASA). 
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3.6.2 Bestimmung des Einflusses der intrazellulären 
Calciumkonzentration  
Methode 
Zur Untersuchung der intrazellulären Ca++-Konzentration als Schnittstelle zwischen 
Akrosomreaktion und Apoptose wurde der Acetoxymethylester der o-Nitrophenyl-
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure (NP-EGTA, AM) eingesetzt 
(Abbildung 5). Dies ist ein für Zellen nicht-toxischer, photolabiler Ca++-Chelator, dessen 
zellpermeable Eigenschaft durch intrazelluläre Esterasen aufgehoben werden kann. Durch 
eine Abspaltung der Acetoxymethylgruppe kommt es zur Akkumulation und Bildung 
intrazellulärer NP-EGTA-Ca++-Komplexe. Die Komplex-gebundenen Ca++-Ion können somit 
nicht mehr an biochemischen Prozessen teilnehmen. 
Die Bindung des Ca++ ist jedoch reversibel und kann durch UV-Bestrahlung wieder 
aufgehoben werden. In Folge dessen kommt es zu einem Zerfall des NP-EGTA in zwei 
Iminodiessigsäure-Photoprodukte. Deren 12.500-fach geringere Affinität für Calcium bewirkt 
eine Freisetzung des gebundenen Calciums und einen Anstieg der intrazellulären 
Calciumkonzentration. Die genauen Kd(Ca++) sind folgend in Tabelle 12 aufgeführt. 
 
 
Abbildung 5: Grafische Darstellung des Ca++-Chelators.  
NP-EGTA nach Estergruppenabspaltung durch intrazelluläre Esterasen und Bindung von Ca++-Ionen. Rot 
markiert ist die photolabile Verbindung des Moleküls (Haller et al. 1999, Molecular Probes Resources 2010). 
 
Tabelle 12: Affinität von NP-EGTA vor und nach UV-Exposition (Ellis-Davies und Kaplan 1994). 
 Kd(Ca++), M 
Chelator Vor UV-Bestrahlung Nach UV-Bestrahlung 
NP-EGTA 8,0*10-6 1,0*10-3 
 
Durchführung 
Für die Untersuchungen intrazellulärer Ca++-Konzentrationen wurden die unter Abschnitt 
3.6.1 (S. 37) beschriebenen, maturen kapazitierten Spermiensuspensionen genutzt. Es 
wurden 2 Aliquote mit einer Spermienkonzentration von 7*106 Zellen je mL hergestellt und 
mit 10 µM NP-EGTA, AM beziehungsweise 50 µM NP-EGTA, AM und jeweils 0,1 % 
Pluronic-F127 für 20 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Die Proben wurden anschließend 
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für die Induktion der Akrosomreaktion (Abschnitt 3.6.3) und Apoptose (Abschnitt 3.6.4) 
weiterverwendet und mit dem jeweiligen Induktor behandelt. Nach 15 min folgte eine 2x 
45 sekündige UV-Bestrahlung der Proben und eine erneute Inkubation von 5 min im 
Inkubator. Zum Stopp der Reaktion wurden die Proben abschließend wiederholt mit 1x PBS 
gewaschen und standen für die Detektion der Akrosomreaktion (Abschnitt 3.6.3) und der 
biochemischen Marker der Apoptose (Abschnitt 3.6.6.1) zur Verfügung. 
Der Einsatz und die Konzentration von Pluronic-F127 wurden in Vorexperimenten getestet 
und zur optimalen Beladung der Zellen mit NP-EGTA, AM beigefügt. 
3.6.3 Induktion und Detektion der Akrosomreaktion 
Die Initiation der Akrosomreaktion erfolgte mit Calciumionophor A23187 (CaI, Sigma-Aldrich, 
St.Louis, USA), welches entweder in HTF-Medium oder in 1x PBS mit einer definierten 
Calciumkonzentration von 20 µM gelöst wurde. 1x PBS wurde für die Untersuchung der 
intrazellulären Calciumkonzentration und dessen Auswirkung auf die Akrosomreaktion und 
die Aktivierung von Apoptose verwendet. Je nach Suspensionsmedium wurden 150 µM 
(HTF) oder 50 µM (1x PBS) CaI eingesetzt. Als Proben dienten die unter Abschnitt 3.5.2 (S. 
36) beschriebene Gesamtspermienfraktion sowie die unter 3.6.1 (S. 37) beschriebenen 
matur kapazitierten Spermiensuspension. Diese wurden bei 37°C und 5 % CO2 für 30 min 
(Gesamtspermienfraktion) oder 15 min (matur kapazitierten Spermiensuspension) inkubiert. 
Der Reaktionsstopp erfolgte durch zweimaliges Waschen der Zellen mit dem 
entsprechenden Puffer-Medium (HTF oder PBS). Zur Detektion der Akrosomreaktion wurde 
ein FITC-konjugierter Anti-human CD46 Maus-Antikörper (CD46:FITC) verwendet. Für das 
Anfärben von je einer Mio. Spermatozoen wurden 6 µg des CD46:FITC-Antikörper 
eingesetzt und lichtgeschützt für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 1x PBS 
und dem folgenden Waschschritt erfolgte die durchflusszytometrische Bewertung des 
Akrosomenstatus der Spermatozoen.  
 




Konzentration bei kapazitierten 
Spermatozoen 
Calciumionophor 150 µM 50 µM 
Ca++ 1200 µM 20 µM 
 
3.6.4 Induktion verschiedener Signalwege der Apoptose 
Zur gezielten Induktion einzelner Signalwege der Apoptose wurden die unter Abschnitt 3.5.2 
(S. 36) bzw. 3.6.1 (S. 37) beschriebenen, aufgereinigten Spermienaliquote verwendet und 
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anschließend mit unterschiedlichen Chemikalien behandelt. Dabei kam Betulinsäure (BA) 
als Induktor der mitochondrial-vermittelten Apoptose zum Einsatz. Thapsigargin (TH) wurde 
genutzt, um den durch Stress am endoplasmatischen Retikulum (ER)-vermittelten 
Apoptosesignalweg zu induzieren. Als potenzieller Induktor der Ca++-vermittelten Apoptose 
wurde Calciumionophor zusammen mit extrazellulären Calciumionen verwendet. Zur 
Untersuchung von Apoptose verursacht durch oxidativen Stress wurde Wasserstoffperoxid 
(H2O2) als oxidativer Stressmodulator verwendet. Die während der Untersuchungen 
eingesetzten Konzentrationen der Induktoren ist zusammengefasst in Tabelle 14 dargestellt. 
 





Konzentration bei kapazitierten 
Spermatozoen 
Betulinsäure 100 µM 150 µM 







H2O2 250 µM 2000 µM 
 
Zu Beginn der Induktion wurden je 100 µL der Spermienaliquote bei 37°C und 5 % CO2 für 
30 min (nicht-kapazitierte Spermienaliquote) oder 15 min (kapazitierte Spermienaliquote) mit 
dem jeweiligen Induktor behandelt. Die Spermienkonzentration der verwendeten Aliquote 
betrug dabei 7*106 Zellen je mL. Nach Ablauf der Zeit wurde die Induktion durch Zugabe von 
1mL 1x PBS gestoppt. Abschließend wurden die Aliquote zweimalig gewaschen und 
standen für das Monitoring der Apoptose bereit. Als Kontrollen wurden nicht Induktor-
behandelte Spermienaliquote mitgeführt. 
3.6.5 Induktoren zur Auslösung einzelner Signaltransduktionen 
Im Folgenden Abschnitt wird auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Induktoren 
näher eingegangen und deren spezifische Wirkungsmechanismen beschrieben. 
3.6.5.1 Betulinsäure 
Die Betulinsäure (BA) ist ein pentazyklisches Triterpenoid, welche als pflanzliches 
Sekundärmetabolit vor allem in der Rinde von Birken anzutreffen ist (Chen et al. 2009). 
Aufgrund ihrer antitumoralen Effekte bekommt sie in der Krebstherapie eine immer größer 
werdende Bedeutung und führt bei der Behandlung von Tumorzellen zur Induktion von 
Apoptose. BA hat dabei einen direkten Einfluss auf die Mitochondrien der Zellen und 
verursacht die Öffnung der mitochondrialen Permeability Transition Pore (MPT), einem 
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Ionenkanal in der inneren Mitochondrienmembran (Bernardi und Forte 2007). Durch dieses 
Ereignis steigt die Permeabilität der Membran für Moleküle größer 1500 Da stark an und 
Cytochrom C gelangt aus den Mitochondrien in den intrazellulären Raum. Dabei tritt eine 
irreversible Schädigung der Mitochondrien ein und es kommt zum Zusammenbruch des 
mitochondrialen Membranpotenzials. Das Ergebnis dieser zellulären Veränderung ist die 
Aktivierung von Apoptose, unabhängig von den pro-apoptotischen Regulatorproteinen BAX 




Abbildung 6: 2-D Struktur der Betulinsäure (PubChem 2005a).  
 
3.6.5.2 Thapsigargin 
Thapsigargin ist ein Sekundärmetabolit von Pflanzen und erstmals bei Thapsia garganica 
nachgewiesen wurden. Dieses Sesquiterpenlacton ist ein nicht-kompetitiver und hoch 
selektiver Inhibitor der Calciumpumpe SERCA (sarcoplasmatic/endoplasmatic reticulum 
Ca++-ATPase), welche Ca++-Ionen aktiv in intrazelluläre Calciumspeicher transportiert 
(Rogers et al. 1995). Anzutreffen ist diese Pumpe vor allem in der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums. Bereits eine nanomolare Konzentration an Thapsigargin 
führt zu einer Inhibition der Aktivität der Ca++-Pumpe, in dem es die Bindung von Calcium 
durch die SERCA-Pumpen verhindert. Gleichzeitig bewirkt Thapsigargin die 
Phosphorylierung des Transporters, was zu dessen Stabilisierung in seiner E2-Konformation 
(geringe Ca++-Affinität) führt und irreversibel hemmt (Michelangeli und East 2011). Die Folge 
ist das vollständige Erliegen des aktiven Transports von Calciumionen aus dem Zytosol in 
intrazelluläre Calciumspeicher. Somit wird die Kompensation des passiven und stetigen 
Austritts an Calcium aus den Speichern unterbunden und ein Entleeren der Calciumspeicher 
bei gleichzeitigem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration tritt ein (Williams und 
Ford 2003). 





Abbildung 7: 2-D Struktur von Thapsigargin (PubChem 2005c).  
 
3.6.5.3 Calciumionophor A 23187 
Calciumionophor A 23187 (CaI) ist eine aus Streptomyces chartreuses isolierte, toxische 
Substanz mit schwach anitbiotischer Wirkung. Das hydrophobe Molekül kann in 
bimolekulare Lipidschichten von Zellen eingelagert werden und bindet selektiv Calcium. 
Damit ermöglicht CaI dem Metallion die Passage von Zellmembranen und dessen 
hydrophober Zwischenschicht (Chaney et al. 1974, Reed und Lardy 1972). Diese zelluläre 
Permeabilität entsteht durch die Bildung eines Dimerkomplexes, bestehend aus zwei 
monovalenten CaI-Einheiten und einem Ca++-Ion (Balasubramanian und Easwaran 1989, 
Chaney et al. 1976). Extrazellulär komplexiertes Calcium gelangt aufgrund von Diffusion 
entlang des Konzentrationsgefälles in das Zytosol von Zellen und führt zum Anstieg der 
intrazellulären Calciumkonzentration. Die Veränderung der Calcium-Homöostase kann 
zelluläre Mechanismen aktiveren und Zellorganellen in ihrer Funktion beeinflussen. Vor 
allem die Mitochondrien können davon betroffen sein. Sie sind an der Aufrechterhaltung 
einer physiologischen Calciumkonzentration innerhalb der Zellen beteiligt und können 
überschüssiges Calcium aufnehmen. Wird diese Kapazität jedoch überschritten tritt ein 
Anschwellen der Mitochondrien ein. Als Folge dieser irreversiblen Schädigung der 
Mitochondrien kommt es zur Öffnung der MPT (Mitochondrial Permeability Transition Pores) 
und dem Austritt des flüssigen Mitochondrieninhalts, sowie der Aktivierung von Apoptose bei 
den betroffenen Zellen (Szabadkai und Duchen 2008). 
CaI wird häufig in der Forschung verwendet, um die Rolle von Calcium bei zellulären 
Phänomenen wie der Proliferation, der Differentiation oder der Apoptose zu erörtern. 
Speziell in der andrologischen Forschung und assistierten Reproduktion wird es zur nicht-
physiologischen Aktivierung der Akrosomreaktion eingesetzt (Patrat et al. 2000). 
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Abbildung 8: 2-D Struktur von Calciumionophor A 23187 (PubChem 2005b).  
 
3.6.5.4 Wasserstoffperoxid 
Wasserstoffperoxid (H2O2) ist ein oxidativer und zell-permeabler Stoff (Veal et al. 2007). Er 
stellt eine instabile chemische Verbindung mit kurzer Halbwertszeit dar, bei dessen Zerfall 
das Hydroxylradikal (HO•) entsteht und oxidativen Stress bei Säugerzellen hervorrufen kann 
(Hirsch et al. 2014). Aufgrund der hohen Reaktivität ist das Radikal in der Lage Lipide, 
Proteine und die DNA der Zellen oxidativ zu modifizieren und irreversibel zu schädigen 
(Baggiolini und Wymann 1990, Farber 1994, Halliwell und Gutteridge 1990). Trotz allem tritt 
H2O2 auch als vermittelndes Signalmolekül essentieller biologischer Prozesse wie der 
Zellproliferation und Differentiation sowie der Kapazitation bei humanen Spermien in 
Erscheinung (de Lamirande und O'Flaherty 2008, Geiszt und Leto 2004, Li et al. 2006b). Zur 
Realisierung dieses Fakts und der Nutzung von H2O2, sowie seinem reaktiven 
Zerfallsprodukt, zur Aktivierung von Signaltransduktionswegen, verfügen Säugerzellen über 
antioxidative Schutzmechanismen. Wird deren antioxidative Kapazität jedoch überschritten, 
kommt es zur Ausbildung von oxidativem Stress und folglich zur irreversiblen Schädigung 
der Zelle (Buettner 2011). Der damit unweigerlich verbundene Zelltod kann apoptotisch oder 
nekrotisch ablaufen und ist vom Grad des einwirkenden oxidativen Stresses abhängig. So 
ruft ein niedriger Grad an oxidativem Stress eine Schädigung der Mitochondrien hervor und 
löst darüber den Apoptose-aktivierenden Austritt von Cytochrom C in den intrazellulären 
Raum aus (Adams und Cory 2002, Cai 2005). Hingegen verursacht ein hoher Grad an 
oxidativem Stress eine exzessive und unspezifische Schädigung der betroffenen Zellen 
(Gulden et al. 2010). Dabei kommt es zur Destabilisierung und Ruptur der Zellmembranen, 
was zum nekrotischen Tod der Zelle führt. Der Grad des oxidativen Stresses stellt sich als 
eine Zeit und Konzentrations-abhängige Funktion dar und wird durch die AUC (Area Under 
the Curve) beschrieben (Davies 1999). 
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Abbildung 9: 2-D Struktur von Wasserstoffperoxid (H2O2) (PubChem 2004).  
 
3.6.6 Monitoring der Apoptose 
Zum Monitoring der Apoptose wurden wichtige Ereignisse der apoptotischen Signalwege 
untersucht. Diese Veränderungen konnten biochemischer, aber auch ultramorphologischer 
Art sein. 
3.6.6.1 Biochemische Marker 
Bei den Apoptose beschreibenden biochemischen Veränderungen wurden die folgenden 
Ereignisse gemessen: Die Veränderungen der mitochondrialen Membranintegrität (MMP), 
die Aktivierung der Initiatorcaspase-9, sowie die Aktivierung der Effektorcaspase-3 und die 
Fragmentierung der DNA. Alle Messdaten der biochemischen Marker wurden als 
Prozentwerte aufgenommen und stellen den Anteil an Spermien dar, der Träger des 
jeweiligen Markers ist. 
Mitochondriales Membranpotenzial 
Methode 
Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenzials (MMP) ist ein Merkmal für 
den Ablauf der Apoptose (Ly et al. 2003). Dessen Nachweis erfolgte unter Verwendung des 
lipophilen Kations 5, 5´, 6, 6´-tetrachloro-1, 1´, 3, 3´-tetraethylbenzimidazolyl carbocyanin 
Iodid (DePsipher, Trevigen, USA). Dieses Kation ist ein fluoreszierender Farbstoff, welcher 
gelöst als grünfluoreszierendes Monomer vorliegt und eine maximale Extinktion 
beziehungsweise Emission von 510 nm / 527 nm hat. Jedoch bildet es bei Kontakt mit der 
polarisierten, intakten Mitochondrienmembran rotfluoreszierende Aggregate, welche in der 
Membran verweilen. Das Emissionsmaximum der Aggregate liegt bei 590 nm. Aufgrund des 
ähnlichen Extinktionsspektrums der Monomere und Aggregate können beide Formen bei 
identischer Anregungswellenlänge differenziert dargestellt werden. 
 
Durchführung 
Zur Vorbereitung der MMP-Analyse wurden die unter Abschnitt 3.6.4 (S. 39) beschriebenen 
Spermienaliquote bei 400 x g für 5 min zentrifugiert und die Supernatante verworfen. Das 
Spermienpellet wurde mit 500 µL 1x Reaktionspuffer (DePsipher-Kit) resuspendiert und 
unter Verwendung von 2,5 µg DePsipher für 30 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Nicht 
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gebundene überschüssige Monomere wurden anschließend durch zweimaliges Waschen 
der Aliquote mit 1x Reaktionspuffer (DePsipher-Kit) entfernt und in 200 µL Puffer 
resuspendiert (siehe 3.5.1, S. 36). Die Detektion der Aliquote erfolgte mittels 
Durchflusszytometer (BD LSR II bzw. MACSQuant). Als Kontrollen wurden die nicht 
Induktor-behandelten Spermienaliquote aus Abschnitt 3.6.4 mitgeführt und identisch den 
Induktor-behandelten Spermienaliquoten gefärbt. Die Durchführung der durchfluss-
zytometrischen Messung ist in Abschnitt 3.7 (S.51) nachzulesen und wurde bei den in 




Abbildung 10: Nachweis des mitochondrialen Membranpotenzials bei humanen Spermatozoen. 
Spermien mit intaktem MMP zeigen eine orangefarbene Fluoreszenz der Mitochondrien im Mittelstück (rechtes 
Spermium). Bei einem gestörten MMP bleibt der Farbstoff als grünfluoreszierendes Monomer im Zytoplasma 
der Zellen zurück. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurde bei einer 100-fachen Vergrößerung 
unter Verwendung von Immersionsöl sowie einer Extinktions- und Emissionswellenlänge von 455-495 nm bzw. 




Zum quantitativen Nachweis und zur qualitativen Bestimmung der aktiven Caspase-9 in 
Spermatozoen wurde das FAM-FLICA-Caspase-9 Detektionskit verwendet. Darin enthalten 
ist ein Fluoreszenz-markierter, spezifischer Inhibitor der Caspase-9. Dieses Inhibitor-Peptid 
besteht aus den vier Aminosäuren Leucin, Glutaminsäure, Histidin und Asparaginsäure, 
welche von dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein (FAM) und einem 
Fluoromethylketon (Inhibitor-Fluoromethylketon) umschlossen werden. Der Inhibitor ist 
zellpermeabel und wirkt dabei nicht toxisch. Sobald der Inhibitor die Zelle permeiert, bindet 
er ausschließlich an die aktivierte Form der Caspase-9 und dies irreversibel. Der 
Fluoromethylketon-Rest des Inhibitors bindet an den Sulfid-Rest des Cysteins im aktiven 
Zentrum des aktiven Caspase-9-Enzyms und bildet dabei einen Thioether aus, bestehend 
aus dem Inhibitor und dem Enzym. Nicht gebundene Inhibitor-Moleküle werden durch 
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wiederholtes Waschen einfach aus den Zellen entfernt. Aufgrund der 
Fluoreszenzmarkierung des Inhibitors können Spermatozoen, welche die aktivierte Form 
des Caspase-9-Enzyms tragen, selektiv mit einem Durchflusszytometer oder 
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. 
 
Durchführung 
Um die in Abschnitt 3.6.4 (S. 39) beschriebenen Spermienaliquote für die Detektion 
vorzubereiten, wurden diese bei 300 x g für 5 min zentrifugiert und deren Supernatante 
verworfen. Das Spermienpellet wurde anschließend in 75 µL Caspasereaktionspuffer (FAM-
FLICA Caspase-9 Kit) und mit 2,5 µL 30x Caspase-9-Inhibitor homogenisiert und für 60 min 
bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Ein Stopp der Reaktion und das Entfernen von 
nicht-gebundenen Inhibitorpeptiden wurde durch zweimaliges Waschen der Aliquote mit 
1mL 1x Caspasewaschpuffer (siehe 3.5.1, S. 36) realisiert. Nach Resuspension des 
Zellpellets in 200 µL 1x Caspasereaktionspuffer konnten die Spermienaliquote 
durchflusszytometrisch analysiert werden. Als Kontrollen dienten die mitgeführten nicht 
Induktor-behandelten Spermienaliquote aus Abschnitt 3.6.4, welche identisch den Induktor-
behandelten Spermienaliquoten gefärbt wurden. Die Durchführung der Analyse wird in 




Abbildung 11: Fluoreszenzaufnahme eines humanen Spermatozoon mit aktivierter grünfluoreszieren-
der Caspase-9. 
Das linke Bild zeigt ein Spermatozoon mit grünfluoreszierender aktiver Caspase-9 nach einer Behandlung mit 
dem FAM FLICA Caspase-9 Detektionskit. Das rechte Bild stellt denselben Bildauschnitt unter 
lichtmikroskopischen Bedingungen dar. Zu sehen sind dadurch alle Spermatozoen, sowohl die mit aktiver als 
auch nichtaktiver Caspase-9. Beide Bilder sind bei einer 40-fachen Vergrößerung aufgenommen wurden. Die 
Fluoreszenzaufnahme entstand bei einer Extinktions- und Emmissionswellenlänge von 455-495 nm bzw. 
>520 nm. 
 




Für den Nachweis von Zellen, welche die aktivierte Form des Caspase-3/7-Enzyms trugen, 
wurde das Inhibitor-Peptid FAM-DEVD-FMK (FAM FLICA Caspase 3/7 Detektionskit) 
verwendet. Dieses Peptid besteht aus den 4 Aminosäuren Asparaginsäure, Glutaminsäure, 
Valin und Asparaginsäure, welche vom Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein und einem 
Fluoromethylketon (Inhibitor-Fluoromethylketon) umschlossen werden. Dieser irreversible 
Inhibitor der aktiven Form des Caspase-3/7-Enzyms erkennt ausschließlich die aktivierte 
Form beider Enzyme und ist zellpermeabel sowie nicht-toxisch.  
 
Durchführung 
Die Durchführung der Detektion und die daran schließende Analyse der aktivierten 
Caspase-3/7-Enzyme erfolgt wie im vorhergehenden Abschnitt Caspase-9 unter 




Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Caspase-3 aktiven Spermatozoen nach der 
Behandlung mit dem FAM FLICA Caspase3/7 Detektionskit. 
Abgebildet ist ein Spermatozoon mit grünfluoreszierender aktiver Caspase-3 nach der Behandlung mit dem 
FAM FLICA Caspase3/7 Detektionkit (linkes Bild). Das rechte Bild stellt denselben Bildauschnitt unter 
lichtmikroskopischen Bedingungen dar. Zu sehen sind dadurch alle Spermatozoen, sowohl die mit aktiver als 
auch nichtaktiver Caspase-3. Beide Bilder sind bei einer 40-fachen Vergrößerung aufgenommen wurden. Die 





Bei der TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) handelt es sich um 
eine Methode zur Visualisierung von DNA-Strangbrüchen bei Zellen. Solche DNA-
Fragmentationen sind die Folge des Abbaus genomischer DNA durch Endonukleasen und 
tritt gehäuft während der Apoptose auf (Arends et al. 1990). 
Jedes DNA-Fragment besitzt einen 3’-hydroxyl Terminus, welcher selektiv für die Detektion 
von Spermatozoen mit fragmentierter DNA genutzt wird. Dafür werden Fluoreszenz-
Material und Methoden 
 48 
markierte Deoxyuridintriphosphatnukleotide (F-dUTP) eingesetzt, welche unter 
Zuhilfenahme des Enzyms terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) an die freien 3’-
hydroxyl Termini von Einzel- und Doppelstrang DNA gebunden werden (Eschenfeldt et al. 
1987). Je höher die Anzahl an DNA-Bruchstücken ist, desto höher ist der Grad der DNA-
Fragmentation. Aus diesem Grund ist bei vitalen Zellen in Folge ihrer geringen DNA-
Fragmentation eine niedrige Fluoreszenz nachzuweisen. Wohingegen bei apoptotischen 
Zellen aufgrund ihrer hohen DNA-Fragmentation ein hohes Fluoreszenzsignal detektierbar 
ist. Die Fluoreszenzintensität korreliert mit dem Grad der DNA-Fragmentation einer Zelle. 
 
Durchführung 
Zur Detektion der DNA-Fragmentation wurde das APO-DIRECT-Kit verwendet. Die unter 
Abschnitt 3.6.4 (S. 39) beschriebenen Spermienaliquote wurden zuerst bei 400 x g 
zentrifugiert und die Supernatante verworfen. Anschließend wurden die Zellpellets in 1,2 % 
(w/v) Paraformaldehyd resuspendiert und lichtgeschützt für 120 min auf Eis fixiert. Nach der 
Abtrennung des Paraformaldehyds durch Zentrifugation bei 400 x g für 15 min bei 4°C 
wurden die Zellen mit 1x PBS resuspendiert und wiederholt zentrifugiert. Das dabei 
entstandene Zellpellet wurde in 70 % Eis-Ethanol resuspendiert und bei -20°C gesammelt 
gelagert. Maximal 96 h nach Beginn der Lagerung erfolgte die Färbung der 
Spermienaliquote und Detektion deren DNA-Fragmentation. Hierfür wurden die fixierten 
Aliquote aufgetaut und nach Abtrennen des Ethanol wiederholt gewaschen mit 2 mL 
Waschpuffer (APO-DIRECT-Kit). Das Pellet fixierter Spermatozoen wurde anschließend in 
50 µL F-dUTP-Färbelösung (Tabelle 15) resuspendiert und bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. 
Während der 90-minütigen Inkubation wurden die Suspensionen aller 15 min resuspendiert. 
Der Stopp der Reaktion erfolgte durch zweimaliges Waschen mit 1 mL Spülpuffer (APO-
DIRECT-Kit) und Zentrifugation bei 400 x g für 6 min bei Raumtemperatur. Die gefärbten 
Spermienaliquote standen nun der durchflusszytometrischen Untersuchung des Grads der 
DNA-Fragmentation zur Verfügung. Als Kontrollen wurden die nicht Induktor-behandelten 
Spermienaliquote aus Abschnitt 3.6.4 mitgeführt und identisch den Induktor-behandelten 
Spermienaliquoten gefärbt. 
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Tabelle 15: Ansatz F-dUTP-Färbelösung für DNA-Fragmentationsnachweis. 
50µL F-dUTP-Färbelösung wurden für die Färbung eines Spermienpellets eingesetzt. 
Komponenten Volumen / Aliquot 
TdT Reaktionspuffer 10,00 µL 
TdT Enzym 0,75 µL 
Fluorescein-dUTP 8,00 µL 
dest. H2O 32,25 µL 





Abbildung 13: Darstellung eines Spermatozoons mit spätapoptotischer DNA-Fragmentation (links) und 
ohne (rechts).  
Die beiden Fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigen zwei Spermatozoen nach der molekularbiologischen 
Untersuchung auf spätapoptotische DNA-Fragmentation mittels APO-DIRECT-Kit. Beide Bilder entstanden bei 
einer 100-fachen Vergrößerung unter Verwendung von Immersionsöl sowie einer Extinktions- und 
Emmissionswellenlänge von 455-495 nm bzw. >520 nm. 
 
Spermienvitalitätstest mit Propidiumiodid 
Methode 
Zur Diskriminierung der Spermienvitalität wurden Spermienaliquote mitgeführt, welche am 
Ende des Experimentes mit Propidiumiodid (PI) behandelt und durchflusszytometrisch 
untersucht wurden. PI ist ein rot-fluoreszierender Nukeinsäureinterkalator. Es durchdringt 
perforierte Membranen toter Zellen und färbt deren DNA rot. Hingegen kann es Membranen 
vitaler Zellen nicht überwinden, so dass diese farblos bleiben. 
 
Durchführung 
Zur Untersuchung der Vitalität wurden je 100 µL der unter Abschnitt 3.6.4 (S. 39) 
beschriebenen Spermienaliquote mit 5 µL PI behandelt und anschließend 
durchflusszytometrisch zu analysiert. Als Kontrollen wurden die nicht Induktor-behandelten 
Spermienaliquote aus Abschnitt 3.6.4 mitgeführt und identisch den Induktor-behandelten 
Spermienaliquoten gefärbt. Die Durchführung der durchflusszytometrischen Analysen der 
Proben ist im Abschnitt 3.7 näher beschrieben.  
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3.6.6.2 Ultramorphologische Marker 
Methode 
Grundlegende Merkmale der Apoptose sind spezifische, ultramorphologische 
Veränderungen der betroffenen Zellen. Die Detektion dieser Veränderungen erfolgt mit Hilfe 
der Elektronenmikroskopie und gilt daher als Goldstandard zum Nachweis des 
programmierten Zelltods (Blanc-Layrac et al. 2000). 
Zur Bewertung ultramorphologischer Veränderungen bei Spermatozoen wurden in 
Vorexperimenten zunächst bekannte Apoptosekriterien somatischer Zellen auf 
Spermatozoen adaptiert. Untersucht wurden dabei jeweils 50 Spermien und 200 
Mitochondrien von 3 immaturen und 10 maturen Fraktionen gesunder Spender. 
 
Durchführung 
Bei der Vorbereitung der Proben zur Untersuchung ultramorphologischer Veränderungen 
wurden die unter Abschnitt 3.5.2 (S. 36) beschriebenen maturen und immaturen 
Spermienfraktionen verwendet. Nach zweimaligem Waschen in HTF wurden 5 Aliquote 
jeder Fraktion hergestellt und die Akrosomreaktion sowie die Signalwege der Apoptose 
induziert. Dazu wurden die Induktoren Calcium Ionophore, Betulinsäure, Thapsigargin oder 
H2O2 wie unter Abschnitt 3.6.3 (S. 39) und 3.6.4 (S. 39) beschrieben eingesetzt. Die dabei 
eingesetzten Konzentrationen entsprachen den Messungen der nicht-kapazitierten 
Spermienaliquote und sind in Tabelle 13 und Tabelle 14 (S. 39 und S. 40) aufgeführt. Nicht 
Induktor-behandelte Aliquote dienten hierbei als Kontrollen. Nachdem Reaktionsstopp der 
einzelnen Induktionen durch zweimaliges Waschen wurden die Zellpellets in jeweils 500 µL 
HTF-Medium resuspendiert und im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 gelagert, um den 
Spermatozoen Zeit für die Entwicklung morphologischer Veränderungen zu gewährleisten. 
Durch Vorexperimente wurde eine optimale Dauer der Entwicklungsphase von 6 Stunden für 
die Ausbildung morphologischer Veränderungen ermittelt. Im Anschluss an diese 
sechsstündige Entwicklungsphase folgte die Abtrennung der Spermatozoen vom 
Nährmedium durch 5 minütige Zentrifugation bei 500 x g und anschließender 
Glutaraldehydfixierung der Spermatozoen. Wodurch die Spermien in ihrem aktuellen 
Zellstadium fixiert wurden. Die Spermien wurden hierfür in 2 % Glutaraldehyd-1x PBS 
(SERVA Electrophoresis, Germany) resuspendiert und für 60 min bei 4°C vorfixiert. Nach 
wiederholtem Konzentrieren der Zellen als Pellet wurde dieses mit 2 %iger low-melt Agarose 
überschichtet. Dies diente dem Zweck den Verbund der Spermien als Pellet aufrecht 
erhalten zu können. Anschließend wurde das Agarose-Zellpellet ein zweites Mal mit 2 % 
Glutaraldehyd-1x PBS für 24 Stunden bei 4°C fixiert und dreimal in 1x PBS für 20 min bei 
4°C gespült. 
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Der nächste Schritt war eine zweimalige Osmium-Fixierung. Bei der die Agarose-Zellpellets 
mit 1 % Osmium gelöst in 1x PBS je eine Stunde und einer Temperatur von 4°C fixiert 
wurden. Um die Proben für die Folgeschritte vorzubereiten wurden diese einmal mit 1x PBS 
für 20 min bei 4°C und weiteres mal bei 20°C gewaschen. Als nächstes folgten die 
Kontrastierung und die Einbettung der Proben. Da Wassermoleküle in den Proben im 
späteren Verlauf der Untersuchungen stören würden, wurden diese mittels steigendem 
Acetongradienten dehydriert. Dies erfolgte durch wiederholtes Inkubieren der Proben mit 
50 % Aceton für 20 min, einmal Kontrastierung mit 1 % Phosphorwolframsäure / Uranyl-
acetat in 70 % Aceton für eine Stunde und zweimaligem Inkubieren mit je 90 % Aceton für 
20 min sowie wasserfreiem Aceton für je eine Stunde. Die Dehydrierungsschritte erfolgten 
stets bei 20°C. Die Einbettung der dehydrierten und fixierten Spermienproben erfolgte mit 
unterschiedlichen Gemischen des Epoxidharzes Durcupan. Hierfür wurden die Proben 
jeweils eine Stunde bei 20°C mit Aceton/Durcupan-1 gespült. Das Mischverhältnis von 
Aceton zu Durcupan-1 nahm dabei kontinuierlich von 3+1 Teil zu 1+3 Teile Aceton ab. 
Abschließend wurden die Proben je zweimal für eine Stunde mit reinem Durcupan-1 und 
Durcupan-2 gespült bevor sie zum Aushärten in Gelatinekapseln überführt wurden und mit 
Durcupan-2 eingebettet bei 60°C für 48 Stunden auspolymerisierten. Für die späteren 
transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen mussten mit einem 
Ultramikrotom Ultradünnschnitte (30-100 nm dick) der polymerisierten Proben hergestellt 
werden. Die abschließend auf Schlitzblenden aufgebrachten Ultradünnschnitte standen nun 
für transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen zur Verfügung. 
 
Tabelle 16: Unterschiedliche Epoxidharze der elektronenmikroskopischen Probenaufbereitung. 
Dargestellt sind die einzelnen Komponenten und Mischverhältnisse des Epoxidharzes Durcupan. 
Gemisch Komponente A Komponente B Komponente C Komponente D 
Durcupan 1 1 Teil 1 Teil 0,1 Teil 1 Teil 





Durchflusszytometrische Messungen wurden an den Durchflusszytometern BD LSR II 
(Messung der nicht-kapazitierten Spermienaliquote) und MACSQuant (Messung der 
kapazitierten Spermienaliquote) durchgeführt. Das Durchflusszytometer diente dabei der 
quantitativen Bestimmung spezifischer Zellen in einer Suspension, welche als 
Einzelzellsuspension durch einen Mikrokanal geführt wird. Jede einzelne Zelle passiert 
dabei einen fokussierten Laserstrahl. Das dadurch von den Zellen produzierte Streu- und 
Material und Methoden 
 52 
Fluoreszenzlicht wird von Detektoren im Inneren des Gerätes aufgenommen und in ein 
digitales Signal umgewandelt. An Hand einer Vielzahl dieser Signale können Eigenschaften 
der Zellen abgeleitet werden und als Folge der hohen Anzahl an Zellen, welche innerhalb 
eines sehr kurzen Zeitraum gemessen werden können, können repräsentative Informationen 
über eine gesamte Zellpopulation gesammelt werden. Die von den Zellen produzierten 
Streulichter dienen als erste Form der Abschätzung der Zellen. Das Vorwärtsstreulicht 
(forward scatter) ist dabei ein Maß für die Beugung des Lichts im flachen Winkel und 
beschreibt die Größe beziehungsweise das Volumen der Zelle. Das Seitwärtsstreulicht (side 
scatter) ist ein Maß für die Brechung des Lichts im rechten Winkel und wird durch die 
Granularität der Zelle und damit der Struktur und Größe des Zellkerns, sowie der Menge an 
Vesikeln beeinflusst. Durch die Zugabe von Fluoreszenzmarkern können spezifische 
Oberflächenmoleküle, intrazelluläre Proteine oder auch die DNA im Nukleus der Zelle 
markiert werden. Die Erkennung fluoreszierender Zellen erfolgt dabei über ein 
Emissionsignal, welches die Fluoreszenz-markierte Zelle nach Anregung mit einem Laser 
produziert. Über die Veränderung des Emissionssignals können dann Veränderungen der 
Zelle abgeleitet werden oder Fluoreszenz-markierte Zellen von nicht markierten Zellen 
unterschieden werden. Die vom Detektor aufgenommen Signale können später als Dotplot 
oder Histogramm grafisch dargestellt werden und dienen zur Auswertung der aufgenommen 
Daten. Bei einem Histogramm handelt es sich eine grafische Darstellung, bei der die 
Intensität eines Signals gegen die Anzahl an Zellen der entsprechenden Intensität 
desselben Signals aufgetragen wird. Ein Dotplot hingegen ist eine Punktauftragung, bei der 
die Intensitäten zwei verschiedener Signale einer Zelle in einem x-y-Diagramm 
gegeneinander aufgetragen werden und an ihrer Schnittstelle einen Punkt ergeben. Die 
Darstellung vieler solcher Punkte ergibt einen Dotplot. Diese beiden grafischen 
Darstellungsmöglichkeiten werden für die Analyse und Interpretation gemessener Daten 
herangezogen. Innerhalb dieser beiden grafischen Darstellungen ist es möglich einen 
bestimmten Bereich ausgewählt zu betrachten und sich weitere Signale nur diesen Areals 
anzeigen zu lassen. Diese Funktion wird als Gaten bezeichnet und dient zur selektiven 
Betrachtung einzelner Zellpopulationen innerhalb einer Zellsuspension. 
 
Durchführung 
Alle unter Abschnitt 3.6.6.1 (S. 44) beschriebenen biochemischen Marker wurden mittels 
Durchflusszytometer gemessen. Die vorbereiteten, gefärbten Proben wurden kurz vor jeder 
Messung homogenisiert und anschließend in das Gerät gegeben. Bereits im Vorwärts- 
Seitwärtsstreulicht wurden normomorphe Spermatozoen gegatet und nur diese im weiteren 
Verlauf analysiert. Es wurden stets die Signale von mindestens 5000 normomorphen 
Spermatozoen gemessen und je nach Fluoreszenzmarkierung die Signale in den 
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entsprechenden Fluoreszenzkanälen gemessen. Die bei der Fluoreszenzmessung 
angewandten Geräteeinstellungen sind in der Tabelle 17 und Tabelle 18 aufgeführt. 
 
Tabelle 17: Messeinstellungen des Durchflusszytometers BD LSR II. 




CD46 / CP-9 / 
CP-3 / TUNEL MMP / PI 
Extinktionswellenlänge 488 nm 488 nm 
FSC (linear) 500 V 500 V 
SSC (logarithmisch) 214 V 214 V 
Grüner Fluoreszenzkanal (515-540 nm) 450 V 450 V 
Roter Fluoreszenzkanal (>550 nm) - 500 V 
Kompensation grün / rot - 50 % 
 
 
Tabelle 18: Messeinstellungen des Durchflusszytometers MACSQuant. 





CP-3 / TUNEL CD46 MMP PI 
Extinktionswellenlänge 488 nm 488 nm 488 nm 488 nm 
FSC (linear) 440 V 440 V 440 V 440 V 
SSC (logarithmisch) 360 V 360 V 360 V 360 V 
FITC-Kanal (525/50 nm) 460 V 540 V 370 V - 
PE-Kanal (585/40 nm) - - 350 V - 
PI-Kanal (655-730 nm) - - - 442 V 
Kompensation grün / rot - - 60 % - 
 
3.8 Transmissionselektronenmikroskopie 
Die Elektronenmikroskopie ist eine Methode zur Untersuchung der Morphologie biologischer 
Strukturen und bildet den Goldstandard bei der Zelltodforschung (Krysko et al. 2008). Die 
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist hierbei eine besondere Form der 
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Elektronenmikroskopie, bei welcher eine direkte Abbildung eines Objektes mit Hilfe von 
Elektronenstrahlen erzielt werden kann.  
Zur Untersuchung der Morphologie und deren Veränderung bei Spermatozoen wurde das 
TEM EM 900 verwendet. Dabei wurden normomorphe und Apoptose-induzierte 
Spermatozoen verglichen. Während der Untersuchung wurden Elektronenstrahlen durch 
eine Wolframkatode in einem Vakuum erzeugt, über ein magnetisches Linsensystem 
konditioniert durch das Probenobjekt geleitet und anschließend auf einem Detektor 
visualisiert. Als Detektor diente dabei ein Leuchtschirm, welcher mit fluoreszierendem 
Zinksulfid beschichtet war. Mit Hilfe des Detektors konnten Elektronenstrahlen in ein 
Fluoreszenzlicht umgewandelt werden. Dabei wird ein Bild des Probenobjektes abgebildet. 
Dieses Bild entstand durch die Beugung von Elektronenstrahlen an in den Proben 
eingelagertem Osmium. Die gebeugten und abgelenkten Elektronenstrahlen konnten den 
Detektor nicht mehr erreichen und wurden in Folge dessen als Schatten auf Detektor 
dargestellt. Die Proben wurden entweder direkt ausgewertet oder mit Hilfe einer CCD-
Kamera als Detektor digitalisiert und zu einem späteren Zeitpunkt analysiert. Während der 
gesamten TEM wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 80 kV gearbeitet und 
Ultradünnschnitte der Spermienproben untersucht. 
3.9 Fluoreszenzmikroskopie 
Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie, bei der spezifisch 
Organellen oder einzelne Moleküle einer Zelle dargestellt und untersucht werden können. 
Diese Methode wurde angewandt um die Funktionalität der unter Abschnitt 3.6.6.1 (S. 44) 
beschriebenen Färbungen biochemischer Marker der Apoptose zu überprüfen. Dazu wurden 
je 20 µL der gefärbten Spermiensuspension auf einem Objektträger gegeben, mit einem 
Deckgläschen versehen und mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX-41 untersucht. 
Dabei wurde mit einer Ölimmersionslinse bei 100-facher Vergrößerung gearbeitet. Unter 
Verwendung von Filterblöcken wurden die fluoreszenzmarkierten Spermienproben mit 
einem Extinktionswellenlängenbereich von 475 ± 40 nm bestrahlt und anschließend das 
Emissionsspektrum von Wellenlängen >520 nm registriert. Mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskop-gekoppelten Digitalkamera Olympus DP-70 wurden Bilder der 
Proben gemacht und zur Auswertung an einen Computer übermittelt. 
3.10 Statistik 
Die während dieser Arbeit akkumulierten Daten wurden mit der Datenanalyse-Software 
STATISTICA 7 für Windows (StatSoft, 20253 Hamburg, Germany) analysiert. Dabei wurde 
die Methode der deskriptiven Statistik genutzt, um Mittelwerte und Standardabweichung der 
Messdaten zu berechnen. Für die Prüfung von Signifikanzen nicht normalverteilter Werte 
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wurde der in STATISTICA implementierte Wilcoxon-Test herangezogen. Bei 
Stichprobengrößen n ≤ 10 wurden grundsätzlich nicht parametrische Tests genutzt, da sich 
kleine Stichprobenzahlen kaum auf Normalverteilung überprüfen lassen.  
Korrelationsanalysen verschiedener Parameter erfolgten unter Zuhilfenahme des 
Rangkorrelationstests nach Spearman (R). Dabei wurden prozentuale Differenzwerte der 
gemessenen Daten jedes Markers erstellt und für die Korrelationsanalysen verwendet. Die 
Differenzwerte sind durch das Zeichen Delta (∆) gekennzeichnet und ergaben sich aus der 
Subtraktion des gemessenen Kontrollwertes eines Markers von dem Messwert des Markers 
nach Induktor-Behandlung des Spermatozoen-Aliquots. Der durch die Korrelationsanalyse 
erhaltene Rangkorrelationskoeffizient R ist ein parameterfreies Maß für die Beziehung 
zwischen zwei oder mehreren Merkmalen. Dieser gibt an, wie gut eine beliebige monotone 
Funktion den Zusammenhang zwischen 2 Variablen beschreiben kann ohne Annahmen 
über die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Variablen zu geben. Der Rangkorrelationstest 
nach Spearman ist ein gegenüber Ausreißern robuster Test und bezieht sich auf die Ränge 
der einzelnen Daten und nicht deren absolute Werte. 
Alle Messwerte eines Datensatzes wurden als Mittelwerte (MW) ± Standardabweichung 
(SD) angegeben und ein Signifikanzniveau von 5 % festgelegt, welches durch p<0,05 stets 
angezeigt wurde. Die einzelnen Signifikanzniveaus wurden dabei mittels Box-Plot-
Diagramme visualisiert. Diese Diagramme folgen in der vorliegenden Arbeit einer 
einheitlichen Darstellung: Linie innerhalb einer Box ist MW; Box: MW ± 95 % Konfidenz-
intervall, Whisker: MW ± SD; Kreis: Ausreißer; Stern: Extremwerte. Ausreißer waren dabei 
Werte, deren Anstand vom 95 % Konfidenzintervall nach oben oder unten zwischen dem 






Die Untersuchungen fungierten zur Aufklärung des Mechanismus Apoptose bei humanen 
Spermatozoen. Ziel war dabei das Erlangen von Erkenntnissen über die Möglichkeit der 
Apoptoseinduktion bei Spermien und dem Aufdecken verschiedener Ursachen eines 
solchen programmierten Zelltodes. Gleichzeitig wurden die Untersuchungen genutzt, um die 
Konzentration intrazellulärer Calcium-Ionen als mögliche Schnittstelle zwischen Apoptose 
und Akrosomreaktion näher zu beleuchten. Zu diesem Zweck wurden die Spermien mit 
Apoptoseinduktoren behandelt, um spezifisch potenzielle Signalkaskaden der Apoptose 
auszulösen. Dabei sollte zunächst gezeigt werden, dass mitochondrial-vermittelte Apoptose, 
wie durch (Dathe et al. 2005) beschrieben, effizient auch bei maturen Spermien ausgelöst 
werden kann und dessen Ergebnisse zum Vergleich bei der Untersuchung möglicher 
anderer Signalwegen der Apoptose herangezogen werden. Untersucht wurde dabei, ob die 
von somatischen Zellen bekannten Signalkaskaden der am endoplasmatischen 
Retikulum-vermittelten Apoptose, der Ca++-getriggerten Apoptose und der durch oxidativen 
Stress ausgelösten Apoptose auch Spermien spezifisch induzierbar sind und wie sich dabei 
der Akrosomstatus der Spermatozoen verhält. 
4.1 Biochemischer Nachweis der Induktion verschiedener 
Signalwege der Apoptose bei maturen Spermatozoen 
Das biochemische Monitoring der Induzierbarkeit Apoptose-relevanter Prozesse bildet die 
Grundlage der Untersuchungen dieser Arbeit. Untersucht wurden 20 mature 
Spermienaliquote gesunder Spender, welche für die gleichzeitige Messung der 
unterschiedlichen Apoptoseinduktionen geteilt wurden. Als Zeichen einer aktivierten 
Apoptosekaskade wurde die Schädigung des mitochondrialen Membranpotenzials (MMP-
Schäden), die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 (CP9, CP3) als auch das Auftreten von 
DNA-Fragmentationen (TUNEL) als Messpunkte aufgezeichnet (siehe 3.6.6.1, S. 44) und im 
weiteren Verlauf als biochemische Apoptosemarker bezeichnet. Darüber hinaus erfolgte das 
Monitoring des Akrosomenstatus (CD46), um mögliche Veränderungen dessen während der 
Apoptose zu registrieren. Das gesamte Versuchsdesign ist in der folgenden Abbildung 
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Abbildung 14: Versuchsdesign zur Untersuchung verschiedener Apoptosekaskaden bei nativen und 
Apoptose-induzierten maturen Spermatozoen. 
 
4.1.1 Voruntersuchungen zu Inkubationsdauer und Konzentration der 
Induktoren 
In Voruntersuchungen wurden die einzelnen Apoptoseinduktoren Betulinsäure, 
Thapsigargin, Calciumionophor mit extrazellulärem Calcium und Wasserstoffperoxid (H2O2) 
getestet. Dabei konnte eine optimale Inkubationsdauer der Spermien mit den Induktoren von 
30 min ermittelt und eine erste Größenordnung der Konzentration eines jeden Induktors 
eruiert werden. Es war das Ziel, eine Beeinträchtigung der Prüfparameter Vitalität und 
Motilität als Zeichen der Auslösung biochemischer Reaktionen bei Spermien zu registrieren, 
deren Lebensfähigkeit durch die Induktoren jedoch nicht gänzlich zum Erliegen zu bringen. 
Exemplarisch sind für diesen Teil der Voruntersuchungen die Ergebnisse der Vitalitäts- und 
Motilitätmessung von Thapsigargin-behandelten Spermien unter verschiedenen 
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Abbildung 15: Voruntersuchung zu Inkubationsdauer und Konzentration der Induktoren. 
Exemplarisch ist der Einfluss unterschiedlicher Thapsigarginkonzentrationen auf die Vitalität (a) und progressiv 
Motilität (b) von Spermatozoen dargestellt. Die Messungen der unterschiedlichen Induktorkonzentrationen 
erfolgten nach verschiedenen Inkubationszeiten, zwischen 0 und 120 min. 
 
Weiterführend wurde für jeden Induktor die niedrigste Konzentration ermittelt, welche eine 
effiziente Induktion der Apoptose und Akrosomreaktion hervorruft im Vergleich zu den 
nativen Kontrollen. Dafür wurden mature Spermienaliquote mit je 4 unterschiedlichen 
Konzentrationen jedes Induktors für 30 min behandelt und deren prozentualer Anteil an 
Spermien mit aktivierter Caspase-3 sowie reagiertem Akrosom bestimmt. Aus Abbildung 16 
ergeben sich die im weiteren Verlauf verwendeten Konzentrationen für Betulinsäure 
(100 µM), Thapsigargin (50 µM), Calciumionophor (CaI, 150 µM) in Kombination mit 






Abbildung 16: Voruntersuchung zur Ermittlung effizienter Induktorkonzentrationen zur Auslösung der 
Apoptose und Akrosomreaktion. 
Vergleichend gemessen wurde der prozentuale Anteil an Spermatozoen mit aktivierter Caspase-3 und reagiertem 
Akrosom bei Induktor-behandelten Proben und nativen Kontrollen. Die rot-markierten Induktorkonzentrationen 
kennzeichnen die jeweils effizienteste Konzentration des entsprechenden Induktors. Diese Konzentrationen wurden 
bei allen Folgeuntersuchungen nicht-kapazitierter Spermatozoen verwendet. 
 
Als Messpunkte wurde bei dieser Voruntersuchung zum einen die Effektorcaspase-3 
gewählt, da diese den Endpunkt des Caspasensystems aller Apoptosesignalkaskaden 
bildet, bei deren Aktivierung eine irreversible Apoptoseinitiation stattfindet und die somit 
einen Anhaltspunkt über die Aktivität von verschiedenen Apoptosekaskaden in Spermien 
bietet. Zum anderen wurde der Akrosomstatus als Messpunkt festgelegt und diente zur 
Aufzeichnung von Veränderungen des Akrosomstatus während der Apoptoseinduktion. 
Unter Einsatz des fluoreszenzmarkierten Antikörpers CD46:FITC wurde dieser überwacht. 
4.1.2 Spezifische Induktion der mitochondrial-vermittelten Apoptose 
durch Betulinsäure 
Bei der Untersuchung maturer, nicht-kapazitierter Spermienfraktionen konnte die 
mitochondrial-vermittelte Apoptose selektiv mittels Betulinsäure induziert werden. Eine 
Konzentration von 100 µM Betulinsäure reichte dabei aus, um eine Erhöhung des 
prozentualen Anteils an Spermien mit geschädigtem mitochondrialen Membranpotenzial zu 
bewirken (MMP-Schäden, 11,12 %, p<0,01) und eine stark signifikante Aktivierung der 
Caspase-9 (+30,25 %, p<0,001) und -3 (+28,35 %, p<0,001) hervorzurufen. Der Anteil DNA-





Tabelle 19: Spezifische Aktivierung der mitochondrial-vermittelten Apoptose nach Inkubation mit 
Betulinsäure. 
Dargestellt sind die prozentualen Anteile maturer, nicht-kapazitierter Spermienfraktionen mit geschädigtem 
mitochondrialen Membranpotenzial (MMP-Schäden), aktivierter Caspase-9 (CP9) und -3/7 (CP3) sowie DNA-
Fragmentation (TUNEL) nativer Kontrollen und Betulinsäure-behandelter Aliquote (Mittelwert ± Standard-
abweichung). Statistischer Test: Wilcoxon-Test mit einem Signifikanzwert p<0,05. Alle kursiv geschriebenen p-
Werte weisen signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen Kontrolle und Betulinsäure-behandelten Aliquoten 
auf. 
 Kontrolle Betulinsäure p 
MMP-Schäden  33,02 ± 17,71 %  44,14 ± 13,73 %  <0,01 
CP9  17,78 ± 7,17 %  48,03 ± 16,51 %  <0,001 
CP3  12,06 ± 5,89 %  40,41 ± 14,11 %  <0,001 
TUNEL  11,37 ± 7,13 %  11,47 ± 6,84 %  >0,05 
 
 
Zur Überprüfung der Daten erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Spearman. Für die 
Untersuchung auftretender Korrelationen zwischen den biochemischen Apoptosemarkern 
wurden deren Differenzen (Differenzwert ∆x) zur Kontrolle herangezogen, welche wie in 
Abschnitt 3.10 beschrieben erstellt wurden. Die Analyse dieser Differenzwerte (Tabelle 20) 
zeigt eine stark signifikante Abhängigkeit von Caspase-9 und Caspase-3 (R=0,872, 
p<0,001). Alle anderen Werte weisen zwar keine signifikanten Abhängigkeiten auf, jedoch ist 
ein positiver Zusammenhang von MMP-Schäden und Caspase-9 (R=0,451) sowie 
Caspase-3 (R=0,347) zu erkennen. 
 
Tabelle 20: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte biochemischer Marker der 
Apoptose bei Spermatozoen nach Betulinsäure-Behandlung. 
Gezeigt sind die Korrelationskoeffizienten R nach Spearman. Kursiv-markierte Korrelationskoeffizienten weisen 
eine signifikante Korrelation (p<0,05) zweier Werte aus. Die Größenordnung der Signifikanz wird durch die 
Zahlenwerte in den Klammern verdeutlicht. 
Betulinsäure ∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL 
∆MMP-Schäden 1,000 0,451 0,347 0,095 
∆CP9  1,000 0,872 (<0,001) 0,311 
∆CP3   1,000 0,089 





4.1.3 Spezifische Induktion der am endoplasmatischen 
Retikulum-vermittelten Apoptose durch Thapsigargin 
Die Behandlung maturer Spermatozoen mit Thapsigargin, einem spezifischen Induktor für 
Stress am endoplasmatischen Retikulum und der darüber vermittelten Apoptose führt zu 
einem massiven Anstieg an Spermien mit Apoptose-typischen Merkmalen. Durch eine 
Konzentration von 50 µM Thapsigargin konnte nach 30 minütiger Inkubation eine erhebliche 
Anzahl an Spermien mit geschädigtem mitochondrialen Membranpotenzial (+24,49 %, 
p<0,001) im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden, welche sich hoch signifikant 
unterschieden. Ebenso stiegen der Anteil an Spermien mit aktivierter Caspase-9 (+39,23 %, 
p<0001) und Casapse-3 (+34,43 %, p<0,0001) sowie der Anteil an Spermien mit erhöhter 
DNA-Fragmentation (TUNEL: +3,26 %, p<0,01) stark an und zeigten damit ebenfalls hoch 
signifikante Unterschiede zu den Kontrollen. Tabelle 21 gibt einen Überblick über alle 
Mittelwerte mit deren Standardabweichung und die Ergebnisse des Wilcoxon-
Rangsummentests. 
 
Tabelle 21: Aktivierung der Apoptosesignalkaskade nach Induktion mit Thapsigargin. 
Dargestellt sind die entsprechenden prozentualen Anteile der maturen Spermienfraktion mit geschädigtem 
mitochondrialen Membranpotenzial (MMP-Schäden), aktivierter Caspase-9 (CP9) und -3 (CP3) sowie mit DNA-
Fragmentation (TUNEL) nativer Kontrollen und Betulinsäure-behandelter Aliquote (Mittelwert ± Standard-
abweichung). Statistischer Test: Wilcoxon-Test, mit einer Signifikanzgrenze von p<0,05 im Vergleich zur 
Kontrolle 
 Kontrolle Thapsigargin p 
MMP-Schäden  33,02 ± 17,71  57,51 ± 19,22  <0,001 
CP9  17,78 ± 7,17  57,01 ± 17,23  <0,0001 
CP3  12,06 ± 5,89  46,49 ± 16,98  <0,0001 
TUNEL  11,37 ± 7,13  14,63 ± 8,91  <0,01 
 
 
Bei der Korrelationsanalyse der Differenzwerte (∆x) der Thapsigargin-behandelten 
Spermienaliquote nach Spearman zeigt sich zum einen eine stark signifikante Korrelationen 
zwischen der Aktivierung der Caspase-9 und Caspase-3 (0,880, R=0,880, p<0,001) zum 
anderen korrelieren beide Caspasen ebenfalls signifikant mit der steigenden Anzahl an 
Spermien mit DNA-Fragmentationen (Tabelle 22). Hingegen treten keine signifikanten 
Korrelationen zwischen MMP-Schäden und aktiven Caspasen 9 und 3 oder mit steigender 
DNA-Fragmentation auf. Die Korrelationen sind entweder gar nicht vorhanden 
(„∆MMP-Schäden“ zu „∆TUNEL“, R=-,0116) oder weisen auf einen geringfügig negativen 
Zusammenhang hin („∆MMP-Schäden“ zu „∆CP9“, R=-0,402 bzw. „∆MMP-Schäden“ zu 
Ergebnisse 
 62 
„∆CP3“, R=0,411). Dies belegen die in Tabelle 22 aufgeführten Ergebnisse der 
Spearmankorrelationsanalyse. 
 
Tabelle 22: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte der biochemischen Marker 
der Apoptose. 
Gezeigt sind die Korrelationskoeffizienten R nach Spearman. Die kursiv-markierten Korrelationskoeffizienten 
weisen eine signifikante Korrelation (p<0,05) zweier Werte aus. Die Größenordnung der Signifikanz wird durch 
die in Klammern geschriebenen p-Werte verdeutlicht. 
Thapsigargin ∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL 
∆MMP-Schäden 1,000 -0,402 -0,411 -0,116 
∆CP9  1,000 0,880 (<0,001) 
0,659 
(<0,01) 
∆CP3   1,000 0,451 (<0,05) 
∆TUNEL    1,000 
 
 
4.1.4 Spezifische Induktion einer Ca++-getriggerten Apoptose mittels 
Zufuhr externer Ca++-Ionen durch Calciumionophor 
Die spezifische Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels führte bei Spermien zur 
Induktion einer Calcium-getriggerten Apoptose. Dabei reichte eine Konzentration von 
150 µM Calciumionophor zusammen mit 1,2 mM extrazellulärem Calcium aus, um einen 
massiven und hoch signifikanten Anstieg an Spermien mit geschädigtem mitochondrialen 
Membranpotenzial (-32,14 %, p<0,001), aktivierter Caspase-9 (+69,17 %, p<0,0001) und -3 
(+67,61 %, p<0,0001) zu verursachen. Zusätzlich traten signifikant gehäuft Spermien mit 
erhöhter DNA-Fragmentation auf (TUNNEL, +5,79 %, p<0,001), was eine Besonderheit der 




Tabelle 23: Aktivierung der Apoptosesignalkaskade durch Inkubation mit Calciumionophor und 1,2 mM 
extrazellulärem Calcium. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile maturer Spermien mit geschädigtem mitochondrialen 
Membranpotenzial (MMP-Schäden), aktivierter Caspase-9 (CP9) und -3 (CP3) sowie DNA-Fragmentation 
(TUNEL). Zum einen sind die nativen Kontrollen und zum anderen die Calciumionophor-behandelten Aliquote 
gezeigt (Mittelwert ± Standardabweichung). Statistischer Test: Wilcoxon-Test, mit einer Signifikanzgrenze von 
p<0,05 bei dem Vergleich der Calciumionophor-behandelten Aliquote mit den nativen Kontrollen. Signifikante 
Werte p<0,05 sind kursiv-markiert.  
 Kontrolle Calciumionophor p 
MMP-Schäden  33,02 ± 17,71 %  65,16 ± 19,67 %  <0,001 
CP9  17,78 ± 7,17 %  86,95 ± 8,37 %  <0,0001 
CP3  12,06 ± 5,89 %  79,67 ± 11,01 %  <0,0001 
TUNEL  11,37 ± 7,13 %  16,16 ± 10,19 %  <0,001 
 
 
Die in Tabelle 24 dargestellten Ergebnisse einer Korrelationsanalyse der Differenzwerte (∆x) 
offenbaren eine signifikante und zugleich hoch-positive Korrelation der aktivierten Caspase-
9 und -3 (R=0,814, p<0,001). Dies weist auf einen deutlichen Zusammenhang der beiden 
Apoptosemarker hin und liefert ein Indiz für den Ablauf apoptotischer Prozesse bei 
Spermien unter Einfluss von immigriertem Calcium mittels Calciumionophor. 
 
Tabelle 24: Korrelationsanalyse der biochemischen Apoptosemarker nach Calciumionophor (150µM) 
und 1,2 mM extrazellulärer Calcium-Behandlung maturer Spermienaliquote. 
Gezeigt sind die Korrelationskoeffizienten R nach Spearman für die Differenzwerte mitochondrialer 
Membranpotenzial-Schäden („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und -3 („∆CP3“) sowie DNA-
Fragmentationen („∆TUNEL“). Kursiv-markierte Korrelationskoeffizienten weisen auf eine signifikante Korrelation 
(p<0,05) zweier Werte. Die Größenordnung der Signifikanz wird durch die in Klammern angegebenen p-Werte 
verdeutlicht. 
Calciumionophor ∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL 
∆MMP-Schäden 1,000 0,326 0,004 0,418 
∆CP9  1,000 0,814 (<0,001) 0,054 
∆CP3   1,000 -0,029 





4.1.5 Einfluss oxidativen Stresses auf Apoptosesignalwege durch H2O2 
als oxidatives Mittel 
Die Ausübung oxidativen Stresses in Form von 250 µM H2O2 bewirkte bei maturen 
Spermien keine Initiation einer Apoptosekaskade. Zwar wurde eine signifikante Schädigung 
des mitochondrialen Membranpotenzials verzeichnet (MMP-Schäden; 7,82 %, p<0,01) 
jedoch erfolgte nur eine geringe Aktivierung der Caspase-9 (2,99 %, p<0,05) und gänzlich 
keine Aktivierung der Effektorcaspase-3 (+0,84 %, p>0,05). Der Anteil an Spermien mit 
DNA-Fragmentationen war sogar rückläufig. Unter diesen Bedingungen kann H2O2 als 
Induktor der Apoptose ausgeschlossen werden. Dies wird auch noch einmal bei der 
Darstellung der Ergebnisse in Tabelle 25 deutlich. 
 
Tabelle 25: Deskriptive Statistik der Auswirkung des oxidativen Stressmodulators H2O2. 
Dargestellt sind die Ergebnisse der prozentualen Anteile maturer Spermien mit geschädigtem mitochondrialen 
Membranpotenzial (MMP-Schäden), aktiver Caspase-9 und -3 sowie DNA-Fragmentation bei nativen Kontrollen 
und H2O2-inkubierter Spermienaliquote (Mittelwert ± Standard-abweichung). Statistischer Test: Wilcoxon-Test, p-
Werte wurden als signifikant anerkannt bei p<0,05 und sind kursiv-markiert. Die Berechnung der Signifikanz 
erfolgte mit Bezug auf die nativen Kontrollen. 
 Kontrolle H2O2 p 
MMP-Schäden  33,02 ± 17,71 %  40,84 ± 16,49 %  <0,01 
CP9  17,78 ± 7,17 %  20,77 ± 8,16 %  <0,05 
CP3  12,06 ± 5,89 %  12,90 ± 6,24 %  >0,05 
TUNEL  11,37 ± 7,13 %  9,31 ± 7,34 %  <0,05 
 
 
Die Korrelationsanalyse der Differenzwerte der Apoptosemarker maturer Spermien nach 
H2O2-behandelten Spermienaliquote zeigen einzig eine signifikante Korrelation mittlerer 
Stärke zwischen der Aktivierung der Caspase-9 und Caspase-3 an (R=0,612, p<0,01). Alle 
anderen Marker der Apoptose weisen nahe an 0 grenzende Korrelationskoeffizienten R auf, 




Tabelle 26: Korrelationsanalyse der biochemischen Marker der Apoptose nach Einfluss oxidativen 
Stresses durch H2O2 bei maturen Spermatozoen. 
Gezeigt werden die Korrelationskoeffizienten R nach Spearman für die Differenzwerte mitochondrialer 
Membranpotenzial-Schäden („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und -3 („∆CP3“) sowie DNA-
Fragmentationen („∆TUNEL“). Kursiv-markierte Korrelationskoeffizienten weisen auf eine signifikante Korrelation 
(p<0,05) zweier Werte. Die Größenordnung der Signifikanz wird durch die in Klammern angegebenen p-Werte 
verdeutlicht. 
H2O2 ∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL 
∆MMP-Schäden 1,000 0,137 0,105 -0,037 
∆CP9  1,000 0,612 (<0,01) 0,008 
∆CP3   1,000 -0,084 
∆TUNEL    1,000 
 
4.1.6 Vergleich des Ausmaßes der Induktoren auf die Aktivierung der 
biochemischen Marker der Apoptose 
Die vergleichende Analyse der biochemischen Marker der Apoptose nach Induktion von 
Apoptosesignalkaskaden durch die verschiedenen Induktoren zeigt erhebliche 
Unterschiede, welche in Abbildung 17 zusammengefasst dargestellt ist. Unter den 
gewählten Bedingungen beeinflusst Calciumionophor (CaI) in Kombination mit 1,2 mM 
extrazellulärem Calcium (eCa++) apoptotische Prozesse bei Spermien am intensivsten. Als 
Repräsentant dafür steht die Auslösung hoch signifikanter Veränderungen aller 4 Marker der 
Apoptose. Im Vergleich zu den anderen Induktoren tritt hier sowohl die höchste Zahl an 
Spermien mit MMP-Schäden, aktivierter Caspase-9 und -3 als auch mit DNA-Fragmentation 
auf. Gerade die Aktivierung der Caspase-9 und -3 wird durch CaI und eCa++ signifikant 
stärker ausgelöst als bei allen anderen Induktoren.  
Ähnlich dem Induktionspotenzial des CaI in Kombination mit eCa++ ist das des 
Thapsigargins, dessen Einfluss auf apoptotische Prozesse bei maturen Spermien dasselbe 
Schema aufweist. Beide Induktoren bewirken einen Anstieg des intrazellulären 
Calciumlevels. 
Betulinsäure hingegen legt ein etwas anderes Induktionsschema offen. Es löst zwar 
ebenfalls signifikant die Aktivität der Caspasen 9 und 3 aus, doch verursacht es die 
geringsten Anstiege dieser Ausprägungen verglichen mit den anderen Induktoren. Das 
Gleiche zeigt sich bei der Betrachtung des Anteils an Spermien mit MMP-Schäden und 




H2O2 bildet einen Sonderfall unter diesen Bedingungen bei Betrachtung dieser 4 Induktoren. 
Dessen 95 %-Konfidenzintervalle unterscheiden sich bei keinem der 4 Apoptosemarker 
deutlich von denen der Kontrollen und in Folge dessen jedoch hoch signifikant vom 









































































































































































































































































 Kontrolle               Outliers Extremes
 Betulinsäure         Outliers Extremes
 Thapsigargin        Outliers Extremes
 Calciumionophor  Outliers Extremes







* p<0,05 zu Kontrolle
** p<0,01 zu Kontrolle  
 
 
Abbildung 17: Boxplots biochemischer Marker der Apoptose unbehandelter und Apoptose-induzierter 
maturer Spermien.  
Dargestellt sind die prozentualen Anteile an Spermien mit MMP-Schäden (a), aktivierter Caspase-9 (b) und 
Caspase-3 (c) sowie DNA-Fragmentation (d) nativer (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), Thapsigargin- (TH), CaI mit 
eCa++- (CaI) und Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelter Spermienaliquote. Die Signifikanzen wurden mittels 
Wilcoxon-Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Zu Kontrollaliquoten signifikante Daten 
sind mit * (p<0,05) oder ** (p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: Mittelwert ± 0,95 Konfidenzintervall; Whisker: 
Mittelwert ± Standardabweichung. 
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In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der Standardspermienparameter vergleichend 
aufgeführt. Die Standardspermienparameter wurden zur Prozessüberwachung 
aufgenommen. Dabei konnte dokumentiert werden, dass die Dauer eines Versuchszyklus 
nur eine sehr geringe Auswirkungen auf den Anteil an Spermien mit Plasmamembran-
schäden (PI, Abbildung 18a) hat und die nativen Spermien am Ende eines Versuchszyklus 
noch hohe Vitalitäts- und Motilitätswerte aufweisen (Abbildung 18b und 6c). Dadurch zeigt 
sich, dass die Beeinflussung der Spermienprozesse einzig auf die Induktoren 
zurückzuführen ist und nicht der Ursprung undefinierter Prozesse der Versuchsvorbereitung 
ist. Unterstützt wird dies durch die signifikant auftretenden Unterschiede der nativen 








































































































































































 Kontrolle               Outliers Extremes
 Betulinsäure         Outliers Extremes
 Thapsigargin        Outliers Extremes
 Calciumionophor  Outliers Extremes







* p<0,05 zu Kontrolle
** p<0,01 zu Kontrolle  
Abbildung 18: Vergleich der Standardspermienparameter der nativen Kontrollen und Induktor-
behandelten Spermienaliquote. 
Die Boxplots a-c zeigen die Ausprägung der Standardspermienparameter: Plasmamembranschäden (a), Vitalität 
(b) und Motilität (c) nativer (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), Thapsigargin- (TH), CaI mit eCa++- (CaI) und 
Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelter Spermienaliquote. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-
Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Zu Kontrollaliquoten signifikante Daten sind 
mit *(p<0,05) oder **(p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: Mittelwert ± 0,95 Konfidenzintervall; Whisker: 
Mittelwert ± Standardabweichung 
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Die Korrelationsanalyse der Kontrolldaten nach Spearman (Tabelle 27) zeigt eine negative 
Korrelation der Plasmamembranschäden (PI) mit der Motilität und belegt die Aussagekraft 
der Daten, da ein logischer Zusammenhang zwischen diesen 2 Parametern gezogen 
werden kann. 
Des Weiteren kann bereits bei den nativen Kontrollen ein hoch signifikanter und positiver 
Zusammenhang zwischen der aktiven Caspase-9 und Caspase-3 (R=0,708, p<0,001) 
gezeigt sowie eine deutlich positive Korrelation der Plasmamembranschäden (PI) mit der 
Aktivierung von Caspase-9 (R=0,678, p<0,01) und Caspase-3 (R=0,588, p<0,01) offen 
gelegt werden. 
 
Tabelle 27: Korrelationsanalyse der bestimmten biochemischen Marker der Apoptose und 
Standardspermienparameter der nativen Kontrollspermien. 
Statistischer Test: Spearman-Rangkorrelation (R). Kursiv-markierte Korrelationswerte weisen eine Signifikanz 
von p<0,05 auf, deren korrektes Signifikanzniveau in Klammern angegeben ist. Das Signifikanzniveau für p-
Werte wurde auf p<0,05 festgelegt. 
 
Kontrollen MMP-Schäden CP9 CP3 TUNEL PI Vitalität Motilität 
MMP-
Schäden 1,000 0,435 0,351 -0,437 0,312 0,151 0,008 
CP9 
 
1,000 0,708 (<0,001) 0,338 
0,678 
(<0,01) 0,084 -0,331 
CP3 
  
1,000 0,229 0,588 (<0,01) -0,136 -0,135 
TUNEL    1,000 0,275 -0,212 -0,246 
PI    
 
1,000 -0,244 -0,498 (<0,05) 
Vitalität      1,000 0,170 




Für die Bewertung der Zusammenhänge der Veränderungen der biochemischen 
Apoptosemarker und der Standardspermienparameter nach Apoptoseinduktion wurden 
deren Differenzen (Differenzwert ∆x) zu den Kontrollen errechnet und korrelationsanalytisch 
nach Spearman untersucht. Die Berechnung erfolgte wie in Abschnitt 3.10 (S. 54) 
beschrieben und die Ergebnisse sind in Tabelle 28 (S. 69) dargestellt. 
Die Ergebnisse zeigen signifikante Korrelationskoeffizienten der Standardspermien-
parameter untereinander und belegen damit die logische Abhängigkeit dieser Parameter 
voneinander wie beispielsweise den negativen Zusammenhang von PI zur Spermienvitalität 
(R=-0,711, p<0,001). Auch legen die Ergebnisse Korrelationen zwischen den 
Standardspermienparametern und den biochemischen Apoptosemarkern offen. Wobei das 
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Hauptaugenmerk dabei auf den sehr hohen Korrelationen zwischen PI und den Caspasen 9 
(R=0,969, p<0,001) und 3 (R=0,958, p<0,001) liegt, was eine hohe Wahrscheinlichkeit einer 
gegenseitigen Beeinflussung dieser Parameter nahe legt. Schlussendlich ist zu erwähnen, 
dass auch die Apoptosemarker untereinander Korrelationen aufweisen. Dabei ist vor allem 
der signifikante und durch einen sehr hohen Korrelationskoeffizienten beschriebene 
Zusammenhang zwischen den beiden Caspasen 9 und 3 zu nennen (R=0,971, p<0,001) 
aber auch der Zusammenhang der DNA-Fragmentation zu den Caspasen (CP9, R=0,611, 
p<0,001 und CP3, R=0,539, p<0,001). Visualisiert sind diese Zusammenhänge noch einmal 
als Regressionsgeraden in Abbildung 19 (b und c) dargestellt. Diese Ergebnisse belegen 
zum einen, dass die biochemischen Apoptosemarker in Apoptosekaskaden involviert sind 
und zum anderen, dass sie eine gegenseitige Abhängigkeit aufweisen. 
 
Tabelle 28: Korrelationsanalyse der Veränderungen der biochemischen Apoptosemarker und der 
Standardspermienparameter nach Apoptoseinduktion. 
Korreliert wurden die Delta-Werte biochemischer Marker der Apoptose und Standardspermienparameter. Die 
Delta-Werte beschreiben dabei die Differenz des jeweiligen Markers und ergeben sich aus der Subtraktion des 
Kontrollwertes vom Messwert nach Apoptoseinduktion. Statistischer Test: Spearman-Rangkorrelation (R). 
Kursiv-markierte Korrelationswerte weisen eine Signifikanz von p<0,05 auf, deren korrektes Signifikanzniveau in 
Klammern angegeben ist. Das Signifikanzniveau für p-Werte wurde auf p<0,05 festgelegt. 
 ∆MMP-




































∆PI     1,000 -0,711 (<0,001) 
-0,589 
(<0,001) 
∆Vitalität      1,000 0,494 (<0,001) 
































































































































































































































































































































































































Abbildung 19: Regressionsanalyse zur Abhängigkeit der molekularbiologischen Apoptosemarker 
zueinander.  
Die zugehörigen Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 28 (S. 69) dargestellt. 
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4.1.7 Auslösung der Akrosomreaktion während der Apoptoseinduktion 
Bei der Behandlung von Spermatozoen mit spezifischen Induktoren der Apoptose wurde die 
Auslösung der Akrosomreaktion mit überwacht. Abbildung 21 zeigt die Aktivierung der 
Akrosomreaktion unter Einfluss dieser Induktoren. Durch die Inkubation von maturen 
Spermien mit Calciumionophor (CaI) und 1,2 mM extrazellulärem Calcium (eCa++) steigt der 
Anteil an akrosomreagierten Spermien in hohem Maße an und weist dabei sehr starke 
Signifikanz auf (+40 % im Vergleich zur nativen Kontrolle, p<0,01). CaI in Kombination mit 
eCa++ wird sonst zur Induktion der Akrosomreaktion bei humanen Spermien eingesetzt. In 
diesem Zusammenhang stellt es eine positive Kontrolle dar und gibt Auskunft über das 
mögliche Maß einer Akrosomreaktion unter den gegebenen Umständen.  
Die Ergebnisse belegen, dass die Behandlung mit Thapsigargin die Akrosomreaktion 
ebenfalls hoch signifikant auslöst, aber der Anteil akrosomreagierter Spermatozoen geringer 
ausfällt durch CaI und eCa++. Auch die Induktion der Apoptose mittels Betulinsäure 
verursacht eine hoch signifikante Aktivierung der Akrosomreaktion (p<0,01), aber ist diese 
bei weitem nicht so ausgeprägt wie durch Thapsigargin oder Calciumionophor verursacht. 
Bei der Betrachtung des Anteils an Spermien mit reagiertem Akrosom nach der Behandlung 
mit Wasserstoffperoxid zeigt sich, dass sich das 95-% Konfidenzintervall kaum von dem 
nativer Kontrollen unterscheidet und nicht als Induktor der Akrosomreaktion angesehen 
werden kann (siehe Abbildung 21, S. 72). 
 
 
Abbildung 20: Molekularbiologische Untersuchung des Akrosomstatus bei Spermatozoen mittels 
CD46:FITC-Antikörper. 
Auf der linken Seite ist die Aufnahme einer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung abgebildet. Darauf sind 
Spermatozoen mit einer aktivierten Akrosomreaktion sichtbar, deren aktives Akrosom mittels CD46:FITC-
Antikörper grün fluoresziert. Das rechte Bild zeigt denselben Bildauschnitt unter lichtmikroskopischen 
Bedingungen. Zu sehen sind darauf, zusätzlich zu den Spermien mit reagiertem Akrosom, die Spermatozoen 
mit einem intakten Akrosom, welche im Fluoreszenzlicht nicht sichtbar sind. Beide Bilder sind bei einer 
40-fachen Vergrößerung aufgenommen. Die Fluoreszenzaugnahme entstand unter Verwendung einer 













































































































Abbildung 21: Vergleich der Aktivierung der Akrosomreaktion bei verschiedenen Arten der 
Apoptoseinduktion. 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Spermien mit reagiertem Akrosom nativer (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), 
Thapsigargin- (TH), CaI mit eCa++- (CaI) und Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelter Spermienaliquote. Die 
Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Zu 
Kontrollaliquoten signifikante Daten sind mit * (p<0,05) oder ** (p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: 
Mittelwert ± 0,95 Konfidenzintervall; Whisker: Mittelwert ± Standardabweichung. 
 
Die in Tabelle 29 dargestellte Korrelationsanalyse vergleicht den tatsächlichen Anstieg des 
Anteils akrosomreagierter Spermien („∆CD46“) und der biochemischen Apoptosemarker 
nach Induktorbehandlung. Dabei zeigen sich sehr hohe Korrelationen zwischen der 
Zunahme an akrosomreagierten Spermien und den biochemischen Apoptosemarkern. Vor 
allem die hohen Korrelationen zu „∆CP9“ (R=0,95, p<0,001), „∆CP3“ (R=0,922, p<0,001) 
und dem Anstieg an Spermien mit DNA-Fragmentationen (R=0,647, p<0,001) lassen mit 
einer hohen Wahrscheinlichkeit auf einen Zusammenhang der Akrosomreaktion und der 
Aktivität apoptotischer Prozesse schließen. Die Regressionsgeraden der Abbildung 22 zeigt 
dies auch noch einmal deutlich. 
 
Tabelle 29: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte der Apoptosemarker zur 
aktivierten Akrosomreaktion. 
Zur Ermittlung der Korrelationen sind die Differenzwerte aller Induktoren eingeflossen. 
 
∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL 






















































∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL
 
Abbildung 22: Regressionsanalyse der Akrosomreaktion und der biochemischen Apoptosemarker.  
In Abhängigkeit vom tatsächlichen Anteil akrosomreagierter Spermien („∆CD46“) sind die tatsächlichen Anteile 
an Spermien mit biochemischen Apoptosemarkern („∆MMP-Schäden“, „∆CP9“, „∆CP3“, „∆TUNEL“) dargestellt. 
 
4.2 Determinierung ultramorphologischer Marker der 
Apoptose 
Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Untersuchungen wurden durchgeführt, um 
native und Apoptose-induzierte, mature Spermien als auch immature Spermien 
ultramorphologisch zu bewerten und mögliche Veränderungen, welche die Initiation von 
Apoptosekaskaden belegen, zu detektieren. Um Apoptose von anderen Zelltodformen klar 
abgrenzen zu können, wurden die untersuchten Spermatozoen in vier verschiedenen 
Kategorien bewertet: „Blasenbildung an der Membran“, „Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“. Alle vier Kategorien 
beschreiben die typisch auftretenden Veränderungen während der Apoptose. Zur 
Visualisierung sind in der Abbildung 24 (S. 75) exemplarisch elektronenmikroskopische 
Bilder der jeweiligen Kategorien dargestellt sowie zum Vergleich die Morphologie intakter 




a) Intaktes Spermatozoen b) Intakte Mitochondrien 
     
Abbildung 23: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen eines intakten Spermatozoon und 
intakter Mitochondrien. 
Die Aufnahmen erfolgten mit dem Transmissionselektronenmikroskop EM 900 der Firma Carls Zeiss 
(Oberkochen, BRD). Gezeigt sind ein intaktes Spermatozoon (a) bei 4.400-facher Vergrößerung und intakte 





a) „Blasenbildung an der Membran“ b) „Zusammenbruch innerer 
Mitochondrien-membran““ 
  
c) „Kernfragmentierung“ d) „Kernhülldefekte“ 
   
Abbildung 24: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen als Beispiele der vier Kategorien 
ultramorphologischer Veränderungen der Apoptose bei Spermatozoen. 
Die Aufnahmen erfolgten mit dem Transmissionselektronenmikroskop EM 900 der Firma Carls Zeiss 
(Oberkochen, BRD). Zur Visualisierung werden exemplarisch Bilder jeder ultramorphologischen Veränderung 
gezeigt. Das Bild zur Blasenbildung an der Membran (a) wurde bei 7.000-facher Vergrößerung, zum 
Zusammenbruch der inneren Mitochondrienmembran (b) bei 20.000-facher, zur Kernfragmentierung (c) bei 





Für die Untersuchung ultramorphologischer Veränderungen bei Spermien nach spezifischer 
Induktion verschiedener Apoptosesignalwege wurde das in Abbildung 25 dargestellte 
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Abbildung 25: Versuchsdesign der Induktion verschiedener Apoptosesignalwege und der Aufzeichnung 
ultramorphologischer Veränderungen bei nicht-kapazitierten maturen Spermatozoen. 
4.2.1 Voruntersuchung zu TEM-Untersuchung der Morphologie 
Die Ausprägung morphologischer Veränderungen bei Spermien ist der biochemischen 
Aktivierung von Zellprozessen nachgeschaltet. Somit ist es von Nöten, den Zellen Zeit für 
die Ausbildung dieser Veränderung zu gewähren und transmissionselektronenmikroskopisch 
erfassen zu können. Diese Zeit für morphologische Veränderungen wird als 
Modulationsphase bezeichnet und beschreibt die Dauer zwischen Ende der 
Apoptoseinduktion und dem Beginn der Fixierung der Spermienzellen. Zur Ermittlung einer 
optimalen Modulationsphase wurden Vorversuche durchgeführt, bei denen mature 
Spermienaliquote mit den einzelnen Induktoren behandelt und anschließend nach einer 
Modulationsphase von 0, 6 und 12 Stunden fixiert wurden, bevor sie für die TEM-
Untersuchungen weiter vorbereitet wurden.  
Die der Abbildung 26 zu entnehmenden Ergebnisse belegen, dass nach einer 
Modulationsphase von 6 h sich die Induktor-behandelten Spermatozoen in den relevanten 4 
Kategorien stark von den Kontrollen unterscheiden (siehe Abbildung 26b, S. 76). Hingegen 
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treten bei direkter Fixierung der Spermien kaum Unterschiede zwischen den nativen 
Kontrollen und den Induktor-behandelten Spermienaliquoten auf in Hinblick auf die 4 
Kategorien ultramorphologischer Veränderungen. Bei der Wahl einer 12-stündigen 
Modulationsphase weisen die nativen Kontrollaliquote bereits eine starke Ausprägung der 
Kategorie „Blasenbildung an der Membran“ auf und unterscheiden sich damit nur noch 








Abbildung 26: Voruntersuchung zur Dauer der Modulationsphase für die Ausbildung ultramorpho-
logischer Veränderungen bei nicht-kapazitierten maturen Spermatozoen. 
Die Abbildungen 26 a-c zeigen die 4 Kategorien ultramorphologischer Veränderungen, deren Ausprägung die 
Apoptose beschreiben, nach 3 verschiedenen Modulationsphasen: (a) ohne Modulationsphase, (b) 6 h und (c) 
12 h. Die farbigen Balken zeigen die Veränderungen bei unbehandelten Kontrollen (    ), Betulinsäure-(    ), 
Thapsigargin-(    ), Calciumionophor-(    ) und H2O2-behandelten (    ) Spermienaliquoten an. 
 
4.2.2 Ultramorphologische Veränderungen nach spezifischer Induktion 
mitochondrial-vermittelter Apoptose durch Betulinsäure 
Die TEM-Untersuchungen Betulinsäure-induzierter, maturer Spermienaliquote im Vergleich 
zu nativen Kontrollen belegen zelluläre Veränderungen als Folge der Initialisierung 
biochemischer Apoptoseprozesse. Die erhobenen Daten wurden statistisch ausgewertet und 
deren Ergebnisse in Tabelle 30 aufgeführt. Sie zeigen einen signifikanten Anstieg der 
„Blasenbildung an der Membran“ (+13,8 %, p<0,05) nach Betulinsäure-Behandlung und 
einen ebenfalls signifikanten Anstieg an „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ 
(+56,01 %, p<0,05) im Vergleich zu den untersuchten nativen Kontrollen. Hoch signifikante 
Veränderungen treten sogar bei der Betrachtung des Anstiegs der Kategorien 




Tabelle 30: Deskriptive Statistik und Wilcoxon-Test der Ergebnisse ultramorphologischer 
Veränderungen nach Apoptoseinduktion durch Betulinsäure. 
Gezeigt sind Mittelwert ± Standardabweichung der Apoptose-typischen morphologischen Veränderungen: 
„Blasenbildung an der Membran“, „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“ Betulinsäure-behandelter, maturer Spermienaliquote und nativer Kontrollen. Statistischer Test: 
Wilcoxon-Test. Die p-Werte wurden als signifikant anerkannt bei p<0,05 und sind kursiv-markiert. Die 
Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Bezug auf die nativen Kontrollen. 
 Kontrolle Betulinsäure p 
Blasenbildung an der Membran  17,40 ± 12,79 %  31,20 ± 15,15 % <0,05 
Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran  15,51 ± 10,70 %  71,52 ± 12,16 % <0,05 
Kernfragmentierung  3,40 ± 3,53 %  12,60 ± 7,24 % <0,01 
Kernhülldefekte  0,20 ± 0,63 %  3,00 ± 2,87 % <0,01 
 
 
4.2.3 Ultramorphologische Veränderungen nach spezifischer Induktion 
ER-Stress vermittelter Apoptose durch Thapsigargin 
Nach einer Behandlung von Spermienaliquoten mit Thapsigargin konnten Veränderungen in 
allen 4 Kategorien der Apoptose-typischen, ultramorphologischen Veränderungen registriert 
werden (Tabelle 31). Diese waren zum einen hoch signifikant wie bei der Zunahme an 
Spermien mit „Blasenbildung an der Membran“ (+29,2 %, p<0,01), „Kernfragmentierung“ 
(+21 %, p<0,01) und dem Auftreten von „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ 
(+70,85 %, p<0,01). Zum anderen traten aber auch signifikant gehäuft Spermien mit 
„Kernhülldefekte[n]“ (+8,20 %, p<0,05) auf, sodass sich die Thapsigargin-behandelten 
Spermienaliquote auch hier signifikant von den nativen Kontrollen unterschieden.  
 
Tabelle 31: Deskriptive Statistik und Wilcoxon-Test der Ergebnisse ultramorphologischer 
Veränderungen nach Apoptoseinduktion durch Thapsigargin 
.Gezeigt sind Mittelwert ± Standardabweichung der Apoptose-typischen morphologischen Veränderungen: 
„Blasenbildung an der Membran“, „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“ Thapsigargin-behandelter Spermien und nativer Kontrollen. Statistischer Test: Wilcoxon-Test. 
Die p-Werte wurden als signifikant anerkannt bei p<0,05 und sind kursiv-markiert. Die Berechnung der 
Signifikanz erfolgte mit Bezug auf die nativen Kontrollen. 
 Kontrolle Thapsigargin p 
Blasenbildung an der Membran  17,40 ± 12,79 %  46,60 ± 13,66 %  <0,01 
Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran  15,51 ± 10,70 %  86,36 ± 12,44 %  <0,01 
Kernfragmentierung  3,40 ± 3,53 %  24,40 ± 14,10 %  <0,01 





4.2.4 Ultramorphologische Veränderungen nach Spezifischer Induktion 
einer Ca++-getriggerten Apoptose mittels Zufuhr externer Ca++-
Ionen durch Calciumionophor 
Die spezifische Induktion Ca++-getriggerter Apoptose mittels Zufuhr externer Ca++-Ionen 
durch Calciumionophor führte zu ultramorphologischen Veränderungen bei maturen nicht-
kapazitierten Spermien (Tabelle 32). Besonders stark ist dabei der Einfluss auf die 
Mitochondrien und deren Zunahme an „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ 
(+49,51 %, p<0,01) sowie die Zunahme an Spermien mit „Kernfragmentierung“ (+22,4 %, 
p<0,01) und „Kernhülldefekte[n]“ (+21,36, p<0,01) zu nennen. Die Ausprägungen dieser 3 
morphologischen Merkmale unterschieden sich bei den hier induzierten Spermienaliquoten 
hoch signifikant von den nativen Kontrollen. 
 
Tabelle 32: Deskriptive Statistik und Wilcoxon-Test der Ergebnisse ultramorphologischer 
Veränderungen nach Apoptoseinduktion durch Calciumionophor. 
Gezeigt sind Mittelwert ± Standardabweichung der Apoptose-typischen morphologischen Veränderungen: 
„Blasenbildung an der Membran“, „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“ Calciumionophor-behandelter Spermien und unbehandelter Kontrollen. Statistischer Test: 
Wilcoxon-Test. Die p-Werte wurden als signifikant anerkannt bei p<0,05 und sind kursiv-markiert. Die 
Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Bezug auf die nativen Kontrollen. 
 Kontrolle Calciumionophor p 
Blasenbildung an der Membran  17,40 ± 12,79 %  28,71 ± 16,33 %  <0,05 
Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran  15,51 ± 10,70 %  65,02 ± 12,49 %  <0,01 
Kernfragmentierung  3,40 ± 3,53 %  25,80 ± 15,85 %  <0,01 
Kernhülldefekte  0,20 ± 0,63 %  21,56 ± 19,19 %  <0,01 
 
 
4.2.5 Einfluss oxidativen Stresses durch H2O2 auf die Morphologie von 
Spermatozoen 
Durch die Behandlung von Spermien mit 250 µM H2O2 werden keine Apoptose-typischen 
Veränderungen der Morphologie hervorgerufen. Es zeigten sich somit keine signifikanten 
Unterschiede bei der Bewertung der vier Kategorien ultramorphologischer Veränderungen 
zwischen H2O2-behandelten Spermienaliquoten und den nativen Kontrollen. Die Anzahl an 
Spermien mit „Blasenbildung an der Membran“ nahm bei H2O2-behandelten Spermien im 




Tabelle 33: Deskriptive Statistik und Wilcoxon-Test ultramorphologischer Veränderungen nach 
Behandlung mit H2O2. 
Gezeigt sind Mittelwert ± Standardabweichung der Apoptose-typischen morphologischen Veränderungen: 
„Blasenbildung an der Membran“, „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“ H2O2-behandelter Spermien und unbehandelter Kontrollen. Statistischer Test: Wilcoxon-Test, 
mit einer Signifikanzgrenze von p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. Rot markierte p-Werte zeigen signifikanten 
Unterschied zwischen H2O2-behandelten Spermien und Kontrollen an. 
  Kontrolle H2O2 p 
Blasenbildung an der Membran  17,40 ± 12,79 %  14,20 ± 9,91 %  >0,05 
Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran  15,51 ± 10,70 %  26,17 ± 15,74 %  >0,05 
Kernfragmentierung  3,40 ± 3,53 %  4,60 ± 4,22 %  >0,05 
Kernhülldefekte  0,20 ± 0,63 %  1,00 ± 2,16 %  >0,05 
 
 
4.2.6 Vergleich des Ausmaßes der Induktoren auf Apoptose-typische 
Veränderungen der Morphologie 
Beim Vergleich der ultramorphologischen Veränderungen nach Induktor-Behandlung zeigt 
sich, dass Thapsigargin die „Blasenbildung an der Membran“ und „Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran“ von allen Induktoren am stärksten verursacht. Die Zufuhr von 
externem Calcium durch Calciumionophor verursacht hingegen Kernschäden wie 
„Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“ am stärksten. Die Behandlung mit Betulinsäure 
jedoch verursacht nur geringe Apoptose-typische ultramorphologische Veränderungen im 
Vergleich zu Thapsigargin und Calciumionophor als Apoptoseinduktoren. Trotz alledem 
bewirkt die Behandlung mit Betulinsäure eine ähnliche Schädigung der Mitochondrien wie 
die beiden anderen Induktoren. 
Auch beim Vergleich der Induktoren untereinander legen die Ergebnisse offen, dass H2O2 
keine relevanten ultramorphologischen Veränderungen innerhalb der 4 Kategorien auslöst 
und sich somit signifikant von den anderen Induktoren unterscheidet. Unter den gewählten 













































a) Blasenbildung an der Membran
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BA TH CaI H2O2Kontrolle  
 Kontrolle               Outliers Extremes
 Betulinsäure         Outliers Extremes
 Thapsigargin        Outliers Extremes
 Calciumionophor  Outliers Extremes







* p<0,05 zu Kontrolle
** p<0,01 zu Kontrolle  
 
Abbildung 27: Vergleich der ultramorphologischen Veränderungen nach Induktorbehandlung und der 
Grundausprägung dieser bei nativen Kontrollen. 
Dargestellt sind Boxplots der ultramorphologischen Merkmale „Blasenbildung an der Membran“ (a), 
„Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ (b), „Kernfragmentierung“ (c), „Kernhülldefekte“ (d) und die 
Anzahl an Spermien mit dem entsprechenden Merkmal nativer (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), Thapsigargin- 
(TH), CaI mit eCa++- (CaI) und Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelter Spermienaliquote. Die Signifikanzen 
wurden mittels Wilcoxon-Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Zu Kontrollaliquoten 
signifikante Daten sind mit * (p<0,05) oder ** (p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: Mittelwert ± 0,95 




Zur Bewertung von Zusammenhängen zwischen den ultramorphologischen Veränderungen 
aller Induktor-behandelten Spermienaliquote wurden die Differenzwerte (∆x) herangezogen. 
Diese Differenzwerte geben den Absolutunterschied der Induktor-behandelten 
Spermienaliquote im Bezug auf die Kontrollen wieder. Sie liefern so eine reine Aussage über 
die Auswirkung des Induktors ohne den störenden Einfluss von Vorschädigungen des 
entsprechenden Spermienaliquots zu beinhalten. Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse 
dieser Differenzen zeigen vermehrt signifikante Korrelationen zwischen den einzelnen 
Veränderungen auf. Dabei weist ein hoch signifikanter Korrelationskoeffizient zwischen 
„∆Blasenbildung an der Membran“ und „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ 
(R=0,629, p<0,001) auf einen positiven Zusammenhang dieser beiden Veränderungen hin. 
Des Weiteren zeigt sich eine positive und signifikante Korrelation der „∆Blasenbildung an 
der Membran“ mit der „∆Kernfragmentierung“, jedoch mit einem weit niedrigerem 
Korrelationskoeffizienten und niedrigerer Signifikanz als zum Auftreten von 
„∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“. Dies verdeutlicht sich auch bei der 
Betrachtung der Regressionsgeraden in Abbildung 28a, mit deren Hilfe die genannten 
Zusammenhänge beschrieben werden. In Abbildung 28b werden hingegen die Werte der 
„∆Blasenbildung an der Membran“ gegen die der „∆Kernhülldefekte[n]“ dargestellt und es 
zeigt sich dabei, dass kein Zusammenhang zwischen den beiden Kategorien besteht. Dies 
wird zusätzlich durch einen niedrigen Korrelationskoeffizienten mit R=0,257 belegt. Eine 
signifikante Korrelation der „∆Kernhülldefekte“ konnte aber noch zur Ausprägung der 
„∆Kernfragmentierung“ aufgedeckt werden. Diese verweist auf einen positiven 
Zusammenhang dieser zwei den Spermienkern betreffenden ultramorphologischen 
Veränderungen bei maturen Spermatozoen und wird durch die Regressionsgerade in 




Tabelle 34: Spearmankorrelationsanalyse der Differenzwerte der Apoptose-typischen 
ultramorphologischen Veränderungen aller Induktor-behandelten Spermienaliquote. 
Dargestellt ist die Korrelationsanalyse von 40 Aliquoten der Induktor-behandelten maturen und nicht-
kapazitierten Spermatozoen. Dabei wurden die 4 Kategorien Apoptose-typischer ultramorphologischer 
Veränderungen: „∆Blasenbildung an der Membran“, „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, 
„∆Kernfragmentierung“ und „∆Kernhülldefekte“ der Korrelationsanalyse unterzogen. Die ∆-Werte der Kategorien 
ergaben sich durch die Substitution der Messwerte der Kontrollen von den Messwerten der Induktor-behandelten 
Aliquote entsprechender Kategorie. Abgebildet ist der Korrelationskoeffizient R, welcher den Zusammenhang 
zweier Kategorien beschreibt. Kursiv-markiert sind signifikante Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei bei 






















 1,000 0,311 0,257 
∆Kernfragmentierung   1,000 0,500 (<0,01) 










Abbildung 28: Regressionsgeraden der Differenzwerte ultramorphologischer Veränderungen der 
Induktor-behandelten Spermien.  
Gegeneinander aufgetragen wurden die vier Apoptose-typischen ultramorphologischen Veränderungen: 
„∆Blasenbildung an der Membran“, „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „∆Kernfragmentierung“ 
und „∆Kernhülldefekte“. Dabei sind diese in Abhängigkeit der „∆Blasenbildung an der Membran“ (a), der 




4.2.7 Vergleich ultramorphologischer Veränderungen maturer und 
immaturer Spermatozoen 
Die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung der Apoptose-typischen morphologischen 
Zustände nach Induktor-Behandlung maturer (Abbildung 29a) und immaturer Spermien 
(Abbildung 29b) zeigt erhebliche Unterschiede. Bereits die nativen Kontrollen der immaturen 
Spermienaliquote weisen, über alle vier Kategorien der ultramorphologischen Bewertung 
hinweg, höhere Ausprägungen auf, verglichen mit den nativen Kontrollen der maturen 
Spermienaliquote. Dabei ist die „Blasenbildung an der Membran“ bei immaturen um 10 % 
höher als bei maturen Spermien und wird durch die Induktoren kaum verstärkt ausgebildet. 
Der Zusammenbruch der inneren Mitochondrienmembran („Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran“) ist bei nativen immaturen Kontrollen um mehr als 40 % höher als 
bei den vergleichbaren maturen Kontrollen. Durch die Induktoren verstärkt sich dies, ähnelt 
aber den Ausprägungen der gleich behandelten maturen Spermienaliquote.  
Dies gilt auch für den prozentualen Anteil an Spermien mit „Kernfragmentierung“. Diese 
Ausprägung ist bei immaturen Kontrollen um fast 20 % höher als bei den gleich behandelten 
maturen Spermienaliquoten. Auch hier tritt eine Verstärkung der Ausprägungen durch die 
Induktoren ein, welche ebenfalls den Verläufen der maturen Spermien ähneln. 
Bei der Betrachtung der Ausprägung des Merkmals „Kernhülldefekte“ nach unterschiedlicher 
Induktor-Behandlung zeigt sich, dass sich die Ausprägungen dieses Merkmals bei maturen 
und immaturen Spermienaliquoten deutlich unterscheiden. „Kernhülldefekte“ lassen sich bei 
immaturen Spermien mit keinem der einzelnen Induktoren in einer ähnlichen Ausprägung 
auslösen wie es bei den maturen Spermien der Fall war (siehe Abbildung 16a und b). 
 
Abbildung 29: Vergleich der Apoptose-typischen ultramorphologischen Veränderungen nativer, 
maturer (a) und immaturer Spermienaliquote (b) sowie nach Induktor-Behandlung. 
Die x-Achse zeigt die 4 Kategorien der Apoptose-typischen ultramorphologischen Merkmale: „Blasenbildung an 
der Membran“, „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“. 
Auf der y-Achse wird der prozentuale Anteil an Spermien gezeigt, welcher die Ausprägung eines Merkmales der 
x-Achse trägt. Die farbigen Balken repräsentieren den morphologischen Zustand unbehandelter Kontrollen(    ), 
Betulinsäure-(    ), Thapsigargin-(    ), Calciumionophor-(    ) und H2O2-behandelter(    ) Spermienaliquote. 
4.3 Vergleich der biochemischen und ultramorphologischen 
Veränderungen bei Spermien nach Apoptoseinduktion 
Die Durchführung einer vergleichenden Analyse der Ergebnisse biochemischer und 
ultramorphologischer Veränderungen nach Apoptoseinduktion mittels Spearmankorrelation 
legte offen, dass die untersuchten Parameter stark korrelieren (Tabelle 35). Während der 
Induktor-Behandlung auftretende Veränderungen konnten biochemisch als auch 
ultramorphologisch nachgewiesen werden. Die Daten beider Messmethoden zeigen dabei 
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signifikant positive Korrelationen zueinander. Vor allem die mit den Signalkaskaden der 
Apoptose sehr eng verbundenen Caspasen 9 und 3 korrelieren signifikant mit allen 
ultramorphologischen Veränderungen. Dem kommt hinzu, dass auch die Schädigung der 
Mitochondrien biochemisch (MMP-Schäden) als auch ultramorphologisch (Zusammenbruch 
der inneren Mitochondrienmembran) nachgewiesen werden konnte und diese miteinander 
eine positive Korrelation aufweisen („∆MMP-Schäden“ zu „∆Blasenbildung an der 
Membran“, R=0,469, p<0,005). Auch die biochemisch nachgewiesene Fragmentierung der 
DNA („∆TUNEL“), eines der letzten Ereignisse innerhalb der Apoptosekaskaden, korrelierte 
signifikant mit den artverwandten ultramorphologischen Markern „∆Kernfragmentierung“ 
(R=0,589, p<0,001) und „∆Kernhülldefekte“ (R=0,373, p<0,05), sowie mit den sehr früh in 
der Apoptose eintretenden „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ (R=0,353, 
p<0,05). 
Aufgrund dieser Ansammlung auftretender Korrelationen zeigte sich, dass beide 
Messmethoden, die Bestimmung biochemischer Apoptosemarker mittels 
Durchflusszytometer und die Bestimmung ultramorphologischer Veränderungen mittels 
Transmissionselektronenmikroskop, die gleichen Daten produzieren, diese reproduzierbar 
sind und eine Initiation von Apoptosekaskaden stattfindet. 
 
Tabelle 35: Analyse zur Korrelation der biochemischen Marker der Apoptose mit den Apoptose-
typischen ultramorphologischen Veränderungen nach Induktor-Behandlung. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Daten herangezogen. Der 
Stichprobenumfang der Analyse umfasste 40 mature Spermienaliquote. Miteinander verglichen wurden die 
biochemischen Marker: „∆MMP-Schäden”, „∆CP9”, „∆CP3” und „∆TUNEL” mit den Apoptose-typischen 
ultramorphologischen Veränderungen: „∆Blasenbildung an der Membran“, „∆Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran“, „∆Kernfragmentierung“ und „∆Kernhülldefekte”. Abgebildet ist der 
Korrelationskoeffizient R, welcher den Zusammenhang zweier Kategorien beschreibt. Kursiv-markiert sind 
signifikante Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in 
Klammern angezeigt ist. 
 
∆Blasen-
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Die in Tabelle 35 mittels Korrelationskoeffizienten beschriebenen Zusammenhänge der 
einzelnen Parameter werden in Abbildung 30 noch einmal als Regressionsgeraden visuell 
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dargestellt. Die Nähe der Messpunkte an ihrer Regressionsgerade und der Anstieg der 
Geraden beschreiben das Maß der Korrelation und damit den monotonen Zusammenhang 






Abbildung 30: Darstellung der Zusammenhänge biochemischer Apoptosemarker und Apoptose-
typischer ultramorphologischer Veränderungen Induktor-behandelter maturer Spermatozoen. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Daten herangezogen. Miteinander 
verglichen wurden die Apoptose-typischen ultramorphologischen Veränderungen: „∆Blasenbildung an der 
Membran“, „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „∆Kernfragmentierung“ und 
„∆Kernhülldefekte” mit den biochemischen Marker: „∆MMP-Schäden” (a), „∆CP9” (b), „∆CP3” (c) und 
„∆TUNEL” (d). 
 
4.4 Ultramorphologische Auffälligkeiten bei transmissions-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen nach 
Induktorbehandlung 
Bei der Untersuchung der Morphologie von nativen als auch Apoptose-induzierten 
Spermienaliquoten ist die Ausprägung zweier Merkmale bei vereinzelten Spermatozoen 
aufgefallen. Dies war zum einen das Vorhandensein von Vakuolen im Kopf einzelner 
Spermien („Kopfvakuole“) und zum anderen Mitochondrien, welche eine Anhäufung 
intrazellulären Materials („MT mit Akkumulat“) aufwiesen. Beide Ausprägungen sind in 





a) Kopfvakuole b) Mitochondrien mit Akkumulat 
  
Abbildung 31: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen besonderer 
ultramorphologischer Auffälligkeiten nach Apoptoseinduktion.  
Die TEM-Bilder der ultramorphologischen Ausprägungen „Kopfvakuole“ (a) und „MT mit Akkumulat“ (b) wurden 
bei einer 3.000-fachen bzw. 12.000-fachen Vergrößerung aufgenommen. 
 
Die Häufigkeit des Auftretens beider ultramorphologischen Ausprägungen wurde bei nativen 
als auch Induktor-behandelten Spermienaliquoten bestimmt und die Ergebnisse in 
Abbildung 32 zusammengefasst. Dabei zeigt die Auswertung der Ergebnisse in Abbildung 
32a deutlich, dass die Ausbildung von „Kopfvakuole[n]“ signifikant erhöht ist nach der 
Behandlungen mit den Induktoren Betulinsäure (p<0,01), Thapsigargin (p<0,01) und 
Calciumionophor (p<0,01) im Vergleich zu den nativen Kontrollen. Hingegen hat die 
Behandlung mit H2O2 keinen signifikanten Einfluss auf die Spermien (p>0,05). Die 
Ausprägung von Mitochondrien mit Akkumulat nahm durch die Behandlung mit Induktoren 
zu (Abbildung 32b), hier zeigte sich eine stark signifikante Erhöhung durch die Behandlung 
mit Thapsigargin (p<0,01) und durch Calciumionophor (p<0,01) im Vergleich zu den nativen 
Kontrollen. Die Behandlung von Spermien mit Betulinsäure oder H2O2 zeigte keine 
Veränderung der Häufigkeit an „Mitochondrien mit Akkumulat“ (p>0,05). 
 
  
Abbildung 32: Boxplot-Darstellung besonderer ultramorphologischer Ausprägungen bei maturen 
Spermienaliquoten nach Induktor-Behandlung. 
Vergleichend gezeigt sind die prozentualen Anteile an Spermien mit „Kopfvakuole“ (a) bzw. „Mitochondrien mit 
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Akkumulat“ (b) nativer (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), Thapsigargin- (TH), CaI mit eCa++- (CaI) und 
Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelter Spermienaliquote. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-
Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Zu Kontrollaliquoten signifikante Daten sind 
mit *(p<0,05) oder **(p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: Mittelwert ± 0,95 Konfidenzintervall; Whisker: 
Mittelwert ± Standardabweichung. 
 
Mit Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman bot sich die Möglichkeit, Zusammenhänge 
zwischen den Differenzwerten der Ausprägung „Kopfvakuole[n]“ und der „Mitochondrien mit 
Akkumulat“ mit den anderen bereits gewonnen Datensätzen zu überprüfen (Tabelle 36). 
Dabei zeigt sich, dass nur geringe bzw. keine Korrelationen zwischen „∆Kopfvakuole“ und 
den anderen Parametern bestehen. Einzig die Korrelationen zu den ultramorphologischen 
Ausprägungen „∆Kernfragmentierung“ (R=0,422, p<0,01) und „∆reagiertes Akrosom (TEM)“ 
(R=0,509, p<0,001) waren auffällig und durch mittlere Stärke gekennzeichnet.  
Die Ausprägung von „∆Mitochondrien mit Akkumulat“ hingegen weist mittlere bis starke 
Korrelationen mit den anderen Datensätzen auf. Mit der aktiven Form der Caspase-9 
(„∆CP9“, R=0,726, p<0,001) als auch mit der von Caspase-3 („∆CP3“, R=0,724, p<0,001) 
zeigten sich sogar hohe Korrelationen. Mit den ultramorphologischen Apoptosemarkern 
konnten jedoch nur schwache Korrelationen registriert werden. Mit der Ausprägung 
„∆Blasenbildung an der Membran“ zeigte sich gar keine Korrelation (R=0,304, p>0,05). Die 
Untersuchung eines Zusammenhangs mit der Aktivierung der Akrosomreaktion zeigte, dass 
die Ausprägung „∆Mitochondrien mit Akkumulat“ hohe Korrelationen mit dieser aufweist und 
unabhängig von der Nachweismethode vorliegt („∆CD46“, R=0,771, p<0,001; „∆reagiertes 
Akrosom (TEM)“, R=0,631, p<0,001). Auch mit der Schädigung von Membranen („∆PI“) 
korreliert die Ausprägung „∆Mitochondrien mit Akkumulat“ stark (R=0,736, p<0,001). Zu den 
anderen beiden Standardspermienparametern zeigt sich eine mittlere negative Korrelation 
(„∆Vitalität“, R=-0,551, p<0,001; „∆Motilität“, R=-0,549, p<0,001). Dies liegt darin begründet, 
dass die Ausprägung „∆Mitochondrien mit Akkumulat“ eine Art der Schädigung der 
Spermatozoen ist.  
Eine Korrelation zwischen den beiden besonderen ultramorphologischen Ausprägungen 
„∆Kopfvakuole“ und „∆Mitochondrien mit Akkumulat“ trat nicht auf und stellt einen 
Zusammenhang dieser Ausprägungen infrage. 
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Tabelle 36: Korrelationsanalyse zu besonderen ultramorphologischen Ausprägungen und den 
biochemischen Apoptosemarkern, Standardspermienparametern sowie den ultramorphologischen 
Apoptosemarkern. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Daten herangezogen. Der 
Stichprobenumfang der Analyse umfasste 40 mature Spermienaliquote. Abgebildet ist der 
Korrelationskoeffizient R, welcher den Zusammenhang zweier Ausprägungen beschreibt. Kursiv-markiert sind 
signifikante Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in 
Klammern angezeigt ist. 
  ∆Kopfvakuole ∆MT mit Akkumulat 
∆MMP-Schäden 0,051 0,243 
∆CP9 0,352 (<0,05) 
0,726 
(<0,001) 
∆CP3 0,353 (<0,05) 
0,724 
(<0,001) 
∆TUNEL 0,266 0,525 (<0,001) 
∆PI 0,444 (<0,01) 
0,736 
(<0,001) 
∆Vitalität -0,129 -0,551 (<0,001) 
∆Motilität -0,333 (<0,05) 
-0,549 
(<0,001) 
∆CD46 0,395 (<0,05) 
0,771 
(<0,001) 







∆Kernfragmentierung 0,422 (<0,01) 
0,413 
(<0,01) 
∆Kernhülldefekte 0,289 0,418 (<0,01) 
∆reagiertes Akrosom (TEM) 0,509 (<0,001) 
0,631 
(<0,001) 
∆Kopfvakuole 1,000 0,304 
∆MT mit Akkumulat  1,000 
 




Verglichen wurden die Ergebnisse der biochemischen und ultramorphologischen Detektion 
des Akrosomstatus bei maturen Spermien nach Betulinsäure-, Thapsigargin-, CaI-, und 
H2O2-Behandlung (Abbildung 34, S. 91). Zum Vergleich der beiden Datensätze wurden die 
Differenzwerte (∆x) betrachtet. Der Differenzwert ergibt sich aus dem Messwert minus den 
Wert der entsprechenden nativen Kontrolle. Durch die Verwendung der Differenzen wurden 
einzig die Unterschiede verglichen, welche durch die Induktoren initiiert wurden. Die 
Bewertung der Zusammenhänge konnte unter Anwendung der 
Spearmankorrelationsanalyse realisiert werden, deren Ergebnisse in Tabelle 37 
zusammengefasst dargestellt sind. Die Analyse zeigt, dass die beiden Datensätze, ermittelt 
durch zwei unterschiedliche Messmethoden, stark signifikant miteinander korrelieren 
(R=0,673, p<0,001) und dies, obwohl die Stichprobenanzahl bei nur n=40 liegt. Durch die 
von beiden Datensätzen dargestellte Regressionsgerade in Abbildung 35 sieht man deutlich 
die monoton steigende und signifikante Korrelation, welche sich durch einen geringen 




Abbildung 33: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme.  
Gezeigt sind der Kopf und das Halssegment eines maturen Spermatozoon, dessen Akrosom bereits reagiert 
























































































































































































































































































































































































Abbildung 34: Vergleich der biochemischen und ultramorphologischen Detektion des Akrosomstatus. 
In Boxplots zusammengefasst sind die Ergebnisse der biochemischen (a) und ultramorphologischen (b) 
Akrosomreaktionsbestimmung dargestellt. Gezeigt werden die prozentualen Anteile an Spermien mit 
reagiertem Akrosom bei nativen (Kontrolle), Betulinsäure- (BA), Thapsigargin- (TH), Calciumionophor mit 
eCa++- (CaI) und Wasserstoffperoxid- (H2O2) behandelten Spermienaliquoten. Die Signifikanzen wurden mittels 
Wilcoxon-Rangsummentest und einer Signifikanzgrenze von p<0,05 ermittelt. Die zu den Kontrollaliquoten 
signifikanten Daten sind mit *(p<0,05) oder **(p<0,01) markiert. Boxplot: Mittelwert; Box: Mittelwert ± 0,95 
Konfidenzintervall; Whisker: Mittelwert ± Standardabweichung 
 
Tabelle 37: Korrelationsanalyse nach Spearman der biochemischen und ultramorphologischen 
Detektion des Akrosomstatus bei Spermien. 
Verglichen wurden die prozentualen Differenzwerte akrosomreagierter Spermien nach Induktor-Behandlung. Der 
Differenzwert ergab sich aus der Subtraktion des prozentualen Anteils akrosomreagierter Spermien des 
unbehandelten Aliquots von dem des Induktor-behandelten Aliquots. CD46 ist der biochemische Parameter, 
welcher mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurde und „reagiertes Akrosom (TEM)“ ist der ultramorphologische 
Parameter, der den Akrosomstatus wiedergibt und mittels Transmissionselektronenmikroskop bestimmt wurde. 
Akrosomreaktion Korrelationskoeffizient R p-Level 
∆CD46 &  





Abbildung 35: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem biochemisch und ultramorphologisch 
bestimmen Zustand des Akrosomstatus. 
Der Korrelationskoeffizient ach Spearman liegt für diese beiden Datensätze bei R= 0,673 mit p<0,001. 
4.6 Intrazellulärer Calciumlevel als Mediator von 
Akrosomreaktion und Apoptose 
Mit Hilfe dieses Versuchsabschnittes wurde untersucht, ob intrazelluläre Calciumionen 
gleichermaßen als Mediator der Akrosomreaktion und der Apoptose eintreten und die 
Konzentration der intrazellulären Calciumionen einen Schnittpunkt zwischen diesen beiden 
Prozessen darstellt. Zu diesem Zweck wurden die intrazellulären Calciumionen maskiert, 
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sodass sie an Signalwegen der Spermien nicht mehr teilnehmen konnten. Die Maskierung 
der Ionen erfolgte durch Einbringen eines photolabilen Calciumchelators, dem 
NP-EGTA, AM, in die Spermien. Daran anschließend erfolgte die Behandlung der Spermien 




Abbildung 36: Experimentelles Design zur Evaluation der Bedeutung des intrazellulären Calciumlevels 
als Mediator der Apoptose und Akrosomreaktion. 
4.6.1 Behandlung kapazitierter maturer Spermienaliquote mit 
Apoptoseinduktoren 
Im Gegensatz zu den vorhergehenden Untersuchungen wurden in diesem 
Versuchsabschnitt kapazitiert mature Spermien verwendet und mit den Induktoren 
Betulinsäure (150 µM), Thapsigargin (20 µM), Calciumionophor (50 µM) in Kombination mit 
extrazellulärem Calcium (20 µM) und H2O2 (2 mM) behandelt. Untersucht wurden dabei die 
Veränderung der Apoptose-relevanten Marker MMP-Schäden, aktive Caspase-9 und -3 
sowie die DNA-Fragmentation. Außerdem wurden eintretende Schäden der Membran (PI) 
und der Anteil an Spermien mit reagiertem Akrosom (CD46) mit betrachtet. Die Ergebnisse 
dieser kapazitierten Spermien belegen hoch signifikante Anstiege aller genannten Marker im 
Vergleich zu den nativen Kontrollen und sind in Abbildung 37 (S. 93) aufgeführt. Bei der 
Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich, dass Calciumionophor in Kombination mit externem 
Calcium den größten Anstieg der Apoptosemarker bewirkt. Im Vergleich zu den nativen 
Kontrollen steigt dabei der Mittelwert des prozentualen Anteils an Spermien mit MMP-
Schäden um mehr als 40 % (p<0,01). Auch der Anteil an Spermien mit aktivierter Caspase-9 
und Caspase-3 stieg jeweils um mehr als 50 % (p<0,01) an. Der Anteil an Spermien mit 
DNA-Fragmentation stieg dabei sogar um mehr als 60 % an. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
Calciumionophor in Kombination mit extrazellulärem Calcium der Induktor mit der höchsten 
apoptotischen Wirkung unter den 4 verwendeten ist. Der Einsatz dieses Induktors hat aber 
nicht nur einen direkten Einfluss auf die primären biochemischen Apoptosemarker, sondern 
erzeugt auch einen signifikanten Anstieg an Membranschäden (PI, p<0,01) und eine starke 
Aktivierung der Akrosomreaktion (CD46, +50 %) bei Spermien. 
Bei der Betrachtung des Induktors Thapsigargin zeigt sich ein fast identisches Muster der 
Induktion der einzelnen Apoptose-relevanten Marker wie bei Calciumionophor, jedoch in 
einer etwas schwächeren Ausprägung (Abbildung 37). Der Anteil an Membranschäden (PI) 
tritt unter Einfluss von Thapsigargin geringfügig häufiger auf (+5 % im Vergleich zum 
Mittelwert nach CaI-Behandlung), genauso wie der an akrosomreagierten Spermien. Somit 
löst Thapsigargin unter den gewählten Bedingungen eine noch höhere Reaktion des 
Akrosoms aus (+12,48 %) als Calciumionophor. 
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Diesen zwei ähnlichen Induktoren steht der Induktor Betulinsäure gegenüber. Dieser 
induziert zwar ebenfalls stark signifikante Unterschiede aller einzelnen Parameter im 
Vergleich zu den nativen Kontrollen, doch in einer viel geringeren Ausprägung als nach der 
Behandlung mit Thapsigargin oder Calciumionophor. Dabei liegt die Auslösung der 
Apoptose-relevanten Parameter circa 20 % niedriger im Vergleich zu den anderen beiden 
Induktoren, bei der Betrachtung des Anteils an akrosomreagierten Spermien sogar bei über 
30 % niedriger. Jedoch fällt auch auf, dass die Häufigkeit der Membranschäden (PI) auch 
um mehr als 40 % niedriger als der Höchstwert nach Thapsigargin-Induktion ist. 
Ein ganz anderes Induktionsmuster der einzelnen Apoptose-relevanten Marker zeigen 
hingegen die Spermienaliquote, welche mit Wasserstoffperoxid (H2O2) induziert wurden. So 
schädigt H2O2 das mitochondriale Membranpotenzial (MMP-Schäden) in höchstem Maße 
(77,08 ± 13,06 mit p<0,01 zu Kontrolle), doch werden Caspase-9 (44,2 ± 30,54, p<0,05) 
und -3 (54,56 ± 25,75, p<0,01) weit geringer von H2O2 beeinflusst. Ähnliches gilt hierbei für 
den Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentation, welcher sich ebenfalls signifikant von den 
Kontrollen unterscheidet, aber geringer induziert wird als durch Thapsigargin und 
Calciumionophor Behandlung. Ein weiterer Unterschied zu den anderen Induktoren stellt die 
starke Schädigung der Membranen (PI, 52,45 ± 11,35, p<0,01) in Kombination mit einem 
niedrigen Wert der Aktivierung der Akrosomreaktion (CD46, 14,77 ± 7,02) dar. Dies zeigt 
somit, dass H2O2 in dieser hohen Konzentration keine Akrosomreaktion der Spermien 
hervorruft, diese durch H2O2 dennoch in einem hohen Maße geschädigt werden. 
 
 
Abbildung 37: Grafische Darstellung der biochemischen Apoptosemarker und des Akrosomenstatus 
bei kapazitiert maturen Spermien nach Apoptoseinduktion. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Anteile an Spermien mit: Schäden des mitochondrialen Membranpotenzials 
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(MMP-Schäden), aktivierter Caspase-9 (CP9) und Caspase-3 (CP3), DNA-Fragmentation (TUNEL), 
Membranschäden (PI) und reagiertem Akrosom (CD46) bei nativen Kontrollen (    ) und Betulinsäure-(    ), 
Thapsigargin-(    ), Calciumionophor mit extrazellulärem Calcium-(    ) und H2O2-behandelten (    ) 
Spermienaliquoten. Für die Berechnung der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 
Auftretende signifikante Unterschiede in Bezug auf die nativen Kontrollen wurden mit * p<0,05 bzw ** p<0,01 
gekennzeichnet. 
4.6.2 Auswirkung des Calciumchelators NP-EGTA, AM auf 
Spermatozoen 
Die in Abbildung 38 dargestellten Ergebnisse der Spermienaliquote nach Calciumchelator-
Behandlung (10 µM), Calciumchelator-Behandlung mit anschließender UV-Bestrahlung 
sowie nach einer erhöhten Calciumchelator-Behandlung (50 µM) zeigen, dass sich die 
Spermienaliquote unter den beobachteten Parametern: MMP-Schäden, aktive Caspase-9 
und Caspase-3, sowie DNA-Fragmentation (TUNEL), Membranschäden (PI) und aktive 
Akrosomreaktion (CD46) signifikant von den entsprechenden Kontrollwerten unterscheiden. 
Dabei unterscheiden sich die verschieden induzierten Aliquote auch zueinander signifikant. 
Aufgrund der Beobachtung dieser Unterschiede wurden für die Auswertung der einzelnen 
Daten die Differenzen der Messpunkte zu den Kontrollen aufgestellt und für die Bewertung 
der zellulären Vorgänge herangezogen. Die Differenzwerte wurden mittels Subtraktion 
gebildet, wobei die Kontrollwerte als Subtrahenden dienten und von den entsprechenden 





Abbildung 38: Grafische Darstellung der Auswirkung einer Inkubation von Spermatozoen mit dem 
Calciumchelator NP-EGTA, AM und UV-Bestrahlung im Vergleich zu nativen Kontrollen. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Anteile an Spermien mit: Schäden des mitochondrialen Membranpotenzials 
(MMP-Schäden), aktivierter Caspase-9 (CP9) und Caspase-3 (CP3), DNA-Fragmentation (TUNEL), 
Membranschäden (PI) und reagiertem Akrosom (CD46) bei nativen (Kontrolle) und 10 µM Calciumchelator-, 
10 µM Calciumchelator plus UV-Bestrahlung- und 50 µM Calciumchelator-behandelten Spermienaliquoten. Für 
die Berechnung der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Auftretende signifikante 
Unterschiede in Bezug auf die nativen Kontrollen wurden mit * p<0,05 bzw. ** p<0,01, in Bezug auf Chelator-





Tabelle 38: Erläuterung zur Berechnung der Differenzwerte. 
Als Folge dieser Berechnung entstehen Absolutwerte, welche in den folgenden Kapiteln aufgestellt und 
betrachtet werden. 
Differenzwert  Minuend  Subtrahend 
Absolute Auswirkung des Induktors = 
Messwert der Probe 
plus Induktor 
- Messwert der Probe 
Absolute Auswirkung des Induktors 
unter Verwendung eines 
Calciumchelators (Calciumentzug) 
= 
Messwert der Probe 
plus Chelator plus 
Induktor 
- 
Messwert der Probe 
plus Chelator 
Absolute Auswirkung des Induktors 
unter Verwendung eines 
Calciumchelators nach dessen 
Zerfall durch UV-Bestrahlung 
= 
Messwert der Probe 




Messwert der Probe 




4.6.3 Auswirkung des Calciumchelators auf die spezifische Induktion 
mitochondrial-vermittelter Apoptose durch Betulinsäure 
Die Unterbindung der Teilnahme von intrazellulärem Calcium bei der mitochondrial-
vermittelten Apoptosekaskade durch Betulinsäure hemmt die Aktivierung biochemischer 
Apoptosemarker wie der von Caspase-9 und -3. Das Eintreten von MMP-Schäden wird 
unter diesen Bedingungen sogar signifikant gehemmt (-10 %, p<0,05). Jedoch weist die 
DNA-Fragmentierung, der Endpunkt der Apoptosekaskade, keine signifikante Hemmung 
durch die Chelator-Behandlung auf (-1 %), wodurch keine deutliche Hemmung der Apoptose 
durch Calcium-Entzug während der Induktion gezeigt werden kann. Auch bei der 
nachgeschalteten Freisetzung intrazellulären Calciums durch UV-Bestrahlung kann keine 
Aktivierung der Apoptose erreicht werden, da die Apoptosemarker ein ähnliches Verhalten 
zeigen wie unter den Bedingungen des Calciumentzugs. Dabei ist der Anteil aktivierter 
Caspase-9 und -3 sogar signifikant niedriger als unter Entzug von intrazellulärem Calcium 
(Abbildung 39).  
Bei der Betrachtung der Auswirkung des Calciumentzugs auf das Potenzial der 
Betulinsäure, Membranen zu schädigen (PI), fällt auf, dass durch die Maskierung des iCa++ 
eine hoch signifikante Hemmung von PI bei Spermien eintritt (-13 %, p<0,01). Auch die 
Aktivierung der Akrosomreaktion (CD46, -10 %, p<0,01) wird durch die Maskierung hoch 
signifikant gehemmt. Beide Parameter PI und CD46 steigen nach der Freisetzung des iCa++ 
durch UV-Bestrahlung geringfügig, jedoch nicht signifikant an. Diese Anstiege liefern ein 
Indiz für das Stattfinden einer Demaskierung der intrazellulären Calciumionen aber auch 







Abbildung 39: Auswirkung des Calciumchelators NP-EGTA, AM auf die Induktion der mitochondrial-
vermittelten Apoptose durch Betulinsäure. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Differenzwerte der Anteile an Spermien mit: Schäden des mitochondrialen 
Membranpotenzials („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und Caspase-3 („∆CP3“), DNA-
Fragmentation („∆TUNEL“), Membranschäden („∆PI“) und reagiertem Akrosom („∆CD46“) bei Betulinsäure- (    ), 
Calciumchelator plus Betulinsäure- (    ) sowie Calciumchelator plus Betulinsäure und im Anschluss UV-Licht-
behandelter (    ) Spermienaliquote. Für die Berechnung der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest 
verwendet. Auftretende signifikante Unterschiede in Bezug auf die Betulinsäure-behandelten Aliquote wurden mit 
* p<0,05 bzw. ** p<0,01, in Bezug auf Calciumchelator plus Betulinsäure-behandelte Aliquote mit + und ++ 
gekennzeichnet. 
Die Ergebnisse der Differenzwerte wurden zur Untersuchung von Zusammenhängen 
zwischen den Parametern einer Korrelationsanalyse nach Spearman unterzogen. Dabei 
zeigte sich, dass gerade die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 unter dem Induktor 
Betulinsäure eine sehr hohe und signifikante Korrelation miteinander aufweisen (R=0,853, 
p<0,001). Da jedoch die anderen biochemischen Apoptosemarker nur geringe Korrelationen 
aufweisen, kann nicht eindeutig belegt werden, dass intrazelluläre Calciumionen bei dieser 
Apoptosekaskade involviert sind.  
Des Weiteren zeigt sich ein signifikant positiver Zusammenhang (R=0,603, p<0,001) 
zwischen der Schädigung der Membran (PI) und der Aktivierung der Akrosomreaktion 
(CD46). Dieser Zusammenhang ist ein Beleg dafür, dass ein Anstieg von PI nicht 
unweigerlich nur einem nekrotischen Zerfall der Spermien zuzuschreiben ist. 
 
Tabelle 39: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte Betulinsäure-behandelter 
Spermatozoen. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Ergebnisse der Betulinsäure-
induzierten Spermienaliquote herangezogen. Abgebildet ist der Korrelationskoeffizient R, welcher den 
Zusammenhang zweier Ausprägungen beschreibt. Kursiv-markiert sind signifikante Korrelationskoeffizienten mit 
p<0,05, wobei bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in Klammern angezeigt ist. 
Betulinsäure ∆MMP- Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL ∆PI ∆CD46 
∆MMP-Schäden 1,000 0,248 0,126 0,050 0,191 0,094 
∆CP9  1,000 0,853 (<0,001) -0,041 0,198 
0,314 
(<0,05) 
∆CP3   1,000 0,184 0,243 0,352 (<0,05) 
∆TUNEL    1,000 0,256 -0,066 
∆PI     1,000 0,603 (<0,001) 





4.6.4 Auswirkung des Calciumchelators auf Induktion der am 
endoplasmatischen Retikulum-vermittelten Apoptose durch 
Thapsigargin 
Die Maskierung intrazellulären Calciums vor der Apoptoseinduktion durch Thapsigargin 
bewirkt eine stark signifikante Hemmung der Aktivierung aller biochemischen 
Apoptosemarker und ist zusammengefasst in Abbildung 40 gezeigt. Zu nennen ist dabei vor 
allem die signifikante Hemmung des Eintritts von DNA-Fragmentationen, der Endpunkt jeder 
Apoptosesignalkaskade und somit wichtiger Baustein dieser. 
Doch auch die Schädigung der Spermienmembranen („∆PI“) wird durch den Einsatz des 
Chelators höher signifikant gehemmt als bei der Apoptoseinduktion mit Thapsigargin ohne 
Maskierung der intrazellulären Calciumionen. Gleiches gilt ebenso für die Aktivierung der 
Akrosomreaktion („∆CD46“), welche durch das Maskieren des Calciums hoch signifikant 
gehemmt wird und viel geringer eintritt als bei der Apoptoseinduktion ohne Chelator (siehe 
Abbildung 40, „∆PI“, -50 %, p<0,01). 
Durch die Demaskierung des intrazellulären Calciums nach der Thapsigargin-Induktion wird 
keine Aktivierung der Apoptosemarker bewirkt, sondern durchweg geringere Werte als unter 
den maskierten Bedingungen verzeichnet. Die geringeren Werte der Parameter nach 






































































































Abbildung 40: Auswirkung des Calciumchelators NP-EGTA, AM auf die Induktion der 
endoplasmatischen Retikulum-vermittelten Apoptose durch Thapsigargin. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Differenzwerte der Anteile an Spermien mit: Schäden des mitochondrialen 
Membranpotenzials („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und Caspase-3 („∆CP3“), DNA-
Fragmentation („∆TUNEL“), Membranschäden („∆PI“) und reagiertem Akrosom („∆CD46“) bei Thapsigargin- (    ), 
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Calciumchelator plus Thapsigargin- (    ) sowie Calciumchelator plus Thapsigargin und im Anschluss UV-Licht-
behandelter (    ) Spermienaliquote. Für die Berechnung der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest 
verwendet. Auftretende signifikante Unterschiede in Bezug auf die Thapsigargin-behandelten Aliquote wurden 
mit * p<0,05 bzw. ** p<0,01, in Bezug auf Calciumchelator plus Thapsigargin-behandelte Aliquote mit + und ++ 
gekennzeichnet. 
 
Anhand der durchgeführten Korrelationsanalyse der Ergebnisse der Thapsigargin-
induzierten Spermienaliquote zeigt sich in Tabelle 40, dass alle gemessenen biochemischen 
Apoptosemarker miteinander positiv korrelieren. Dabei konnten auch Korrelationen mittlerer 
Stärke von DNA-Fragmentation zu Caspase-9 (R=0,643, p<0,01) als auch zu Caspase-3 
(R=0,586, p<0,05) sowie zu MMP-Schäden (R=0,471) offen gelegt werden. Auch wenn die 
letztere Korrelation nicht signifikant ist, so ist die Richtung, wie bei den anderen, positiv. 
Darüber hinaus zeigte sich eine sehr hohe Korrelation zwischen der Aktivierung der 
Caspasen 9 und 3 (R=0,825, p<0,001). Die Marker der Apoptose zeigen ebenfalls 
Korrelationen mit der Aktivierung der Akrosomreaktion in mittlerer bis hoher Stärke. 
 
Tabelle 40: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte Thapsigargin-behandelter 
Spermatozoen. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Ergebnisse Thapsigargin-induzierter 
Spermienaliquote herangezogen. Abgebildet ist der Korrelationskoeffizient R, welcher den Zusammenhang 
zweier Ausprägungen beschreibt. Kursiv-markiert sind signifikante Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei 
bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in Klammern angezeigt ist. 
Thapsigargin ∆MMP- Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL ∆PI ∆CD46 



















∆TUNEL    1,000 0,732 (<0,01) 
0,775 
(<0,001) 
∆PI     1,000 0,790 (<0,001) 
∆CD46      1,000 
 
 
4.6.5 Auswirkung des Calciumchelators auf die spezifische Induktion 
einer Ca++-getriggerten Apoptose mittels Zufuhr externer 
Ca++-Ionen durch Calciumionophor 
Die Maskierung intrazellulärer Calciumionen (iCa++) während der Calcium++-getriggerten 
Apoptose hemmte hoch signifikant die Aktivierung der biochemischen Apoptosemarker, 
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verglichen mit den Induktor-behandelten Aliquoten ohne Calciumchelator. Die darstellenden 
Ergebnisse zu dieser Untersuchung sind in Abbildung 41 visualisiert. Diese Grafik zeigt 
deutlich, dass sowohl die Schädigung des mitochondrialen Membranpotenzials (-9%, 
p<0,01), die Aktivierung der Caspasen 9 (-13 %, p<0,01) und 3 (-13 %, p<0,01) als auch die 
DNA-Fragmentation (-40 %, p<0,05) signifikant gehemmt werden durch die Maskierung der 
iCa++. Dies lässt darauf schließen, dass der intrazelluläre Calciumspiegel eine zentrale Rolle 
während der Ca++-getriggerten Apoptose spielt, auch wenn die nachgeschaltete Freisetzung 
von iCa++ durch UV-Bestrahlung nicht zu einer Induktion der Apoptose führt. 
Bei der Betrachtung der Akrosomreaktion fällt auf, dass die Maskierung der iCa++ auch hier 
eine signifikante Hemmung trotz der Induktor-Behandlung hervorruft. Hingegen kann keine 
signifikante Änderung der Schädigung der Membranen (PI) verzeichnet werden, was jedoch 
auf den Einsatz des Calciumionophors zurückzuführen sein kann, da Calciumionophor 
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Abbildung 41: Auswirkung des Calciumchelators NP-EGTA, AM auf die Induktion der Ca++-getriggerten 
Apoptose mittels Zufuhr externer Ca++-Ionen durch Calciumionophor. 
Gezeigt sind die Mittelwerte der Differenzwerte der Spermienanteile mit: Schäden des mitochondrialen 
Membranpotenzials („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und Caspase-3 („∆CP3“), DNA-
Fragmentation („∆TUNEL“), Membranschäden („∆PI“) und reagiertem Akrosom („∆CD46“) bei Ca++-getriggerter 
Apoptose- (    ), Calciumchelator plus Ca++-getriggerter Apoptose- (    ) sowie Calciumchelator plus 
Ca++-getriggerter Apoptose und im Anschluss UV-Licht-behandelter (    ) Spermienaliquote. Für die Berechnung 
der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Auftretende signifikante Unterschiede in 
Bezug auf die CaI-behandelten Aliquote wurden mit * p<0,05 bzw. ** p<0,01, in Bezug auf Calciumchelator plus 




Die Untersuchung auf Zusammenhänge zwischen den einzelnen Parametern der 
Spermienaliquote nach Ca++-getriggerter Apoptose erfolgt mittels 
Spearmankorrelationsanalyse. Die Bewertung dieser Analyse zeigte, dass die typischen 
Apoptosemarker Caspase-9 und -3 (R=0,692, p<0,001) eine signifikant hohe Korrelation 
zueinander haben, jedoch alle anderen Apoptosemarker zueinander nur geringe 
Korrelationen ohne Signifikanz aufweisen. 
Betrachtet man aber die Zusammenhänge der Apoptosemarker mit der Aktivierung der 
Akrosomreaktion, so fällt auf, dass beide Caspasen als auch die DNA-Fragmentation mit der 
Aktivierung der Akrosomreaktion bei Spermien hohe Korrelationen aufweisen. Dies 
wiederum könnte auf einen Zusammenhang der Signalwege Apoptose und Akrosomreaktion 
hinweisen. 
 
Tabelle 41: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte Calciumionophor-
behandelter Spermatozoen. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Ergebnisse der Calciumionophor plus 
extrazelluläres Calcium-induzierter Spermienaliquote herangezogen. Abgebildet ist der Korrelationskoeffizient R, 
welcher den Zusammenhang zweier Ausprägungen beschreibt. Kursiv-markiert sind signifikante 
Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in Klammern 
angezeigt ist. 
Calciumionophor ∆MMP-Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL ∆PI ∆CD46 
∆MMP-Schäden 1,000 0,208 0,203 0,461 0,079 0,228 
∆CP9 
 












  1,000 0,414 0,650 (<0,01) 
∆PI     1,000 0,521 (<0,001) 





4.6.6 Auswirkung des Calciumchelators auf den Einfluss oxidativen 
Stresses auf Apoptosesignalwege durch H2O2 als oxidatives Mittel 
Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses oxidativen Stresses auf 
Apoptosesignalwege sind in Abbildung 42 dargestellt und zeigen, dass H2O2 zwar MMP-
Schäden hervorruft, jedoch die anderen Apoptosemarker in keinem hohen Maße induziert 
werden trotz des Einsatzes von 2 mM H2O2. Des Weiteren wird durch die Maskierung des 
iCa++ mittels Chelator einzig die Schädigung des mitochondrialen Membranpotenzials hoch 
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signifikant gehemmt. Alle anderen gemessenen Parameter werden kaum bis gar nicht in 
ihrer Ausprägung durch den Einsatz des Chelators beeinflusst. Dasselbe gilt für die 
Beeinträchtigung der Schädigung der Spermienmembran (PI). Eine Aktivierung der 
Akrosomreaktion durch H2O2 findet zu keiner Zeit statt und geht ebenfalls aus den 





Abbildung 42: Auswirkung des Calciumchelators NP-EGTA, AM auf die Wirkung oxidativen Stresses bei 
Spermatozoen.  
Gezeigt sind die Mittelwerte der Differenzwerte der Spermienanteile mit: Schäden des mitochondrialen 
Membranpotenzials („∆MMP-Schäden“), aktivierter Caspase-9 („∆CP9“) und Caspase-3 („∆CP3“), DNA-
Fragmentation („∆TUNEL“), Membranschäden („∆PI“) und reagiertem Akrosom („∆CD46“) bei H2O2-(    ), 
Calciumchelator plus H2O2-(    ) sowie Calciumchelator plus H2O2 und im Anschluss UV-Licht-behandelter (    ) 
Spermienaliquote. Für die Berechnung der Signifikanzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. 
Auftretende signifikante Unterschiede in Bezug auf die H2O2-behandelten Aliquote wurden mit * p<0,05 bzw. 
** p<0,01, in Bezug auf Calciumchelator plus H2O2-behandelte Aliquote mit + und ++ gekennzeichnet. 
Die Korrelationsanalyse der gemessenen Parameter H2O2-behandelter Spermienaliquote 
ergab keine signifikanten Korrelationen der Parameter untereinander. Die in Tabelle 42 
dargestellten Korrelationenskoeffizienten lassen keine Rückschlüsse darauf zu, dass 
einzelne Parameter unter der Einwirkung von H2O2 miteinander in einem Zusammenhang 
stehen oder sich gegenseitig beeinflussen würden. 
Tabelle 42: Spearmankorrelationsanalyse der prozentualen Differenzwerte der H2O2-behandelten 
Spermatozoen. 
Für die Korrelationsanalyse nach Spearman wurden die Differenzwerte der Ergebnisse H2O2-induzierter 
Spermienaliquote herangezogen. Abgebildet ist der Korrelationskoeffizient R, welcher den Zusammenhang 
zweier Ausprägungen beschreibt. Kursiv-markiert sind signifikante Korrelationskoeffizienten mit p<0,05, wobei 
bei eintretender Signifikanz der genaue p-Wert in Klammern angezeigt ist. 
H2O2 
∆MMP- 
Schäden ∆CP9 ∆CP3 ∆TUNEL ∆PI ∆CD46 
∆MMP-Schäden 1,000 0,187 -0,038 -0,075 -0,119 -0,094 
∆CP9 
 
1,000 -0,008 0,196 0,052 -0,041 
∆CP3 
 
 1,000 0,343 0,025 0,261 
∆TUNEL 
 
  1,000 -0,175 0,214 
∆PI     1,000 0,234 







5.1 Ultramorphologischer Beweis der Apoptose in Spermien 
In den Jahren 1972 und 1980 wurde der Zelltodmechanismus Apoptose erstmals bei 
somatischen Zellen entdeckt und ein klassisches Modell aufgestellt, welches typische 
ultramorphologische Veränderungen während der Apoptose beschrieb (Kerr et al. 1972, 
Wyllie et al. 1980). Wichtig waren dabei typische Veränderungen des Nukleus 
(DNA-Fragmentation), der Mitochondrien (Mitochondrienexpansion und der 
Zusammenbruch der inneren Mitochondrienmembran) sowie der Plasmamembran 
(Blasenbildung). Später veranschaulichten weitere Arbeiten ein Auftreten apoptotischer 
Vorgänge bei Spermatiden von Säugern und postulierten als Ursache eine unvollständige 
oder defekte Spermatogenese (Brinkworth et al. 1995, Kerr 1992, Nantel et al. 1996). 
Speziell auf dem Gebiet humaner Spermatozoen gibt es bisher jedoch einen sehr niedrigen 
Wissenstand und nur zwei Arbeiten, welche ultramorphologische Untersuchungen an 
ejakulierten Spermatozoen durchgeführt haben (Baccetti et al. 1996, Blanc-Layrac et al. 
2000). Deren Ergebnisse belegen, dass ejakulierte humane Spermien zum einen bei 
infertilen Patienten potentiell apoptotische Veränderungen aufweisen und zum anderen bei 
maturen Spermien fertiler Spender erst 24 h nach der Ejakulation eine autoaktivierte DNA-
Fragmentation einsetzt. Dennoch geben diese Arbeiten keinen Aufschluss über die genaue 
Ursache der Apoptose und deren Initialisierung nach der Ejakulation. 
Um zu klären, ob die Initiation einer vollständigen Apoptose bei ejakulierten humanen 
Spermien möglich ist, wurden elekronenmikroskopisch unbehandelte und Apoptose-
induzierte mature Spermien untersucht. Auf Grundlage der Arbeiten von Baccetti et al. und 
Blanc-Layrac et al wurden 4 Kategorien ultramorphologischer Veränderungen aufgestellt, 
deren Auftreten die Aktivierung von Apoptose in Spermien eindeutig belegen sollen. Bei den 
einzelnen Kategorien handelte es sich um: „Blasenbildung an der Membran“, 
„Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“. Während der „Blasenbildung an der Membran“ kommt es zu 
vesikelartigen Ausstülpungen der Plasmamembran, welche sich langsam von der Zelle 
abschnüren und Zytoplasma sowie Zellorganellbruchstücke oder Chromatinreste im Inneren 
einschließen (Abbildung 24a, S. 75). Der „Zusammenbruch der inneren 
Mitochondrienmembran“ hingegen zeigt den Abbau und den Zusammenbruch des 
Mitochondrieninneren, bei gleichzeitig intakter äußerer Mitochondrienmembran, an. Dabei 
sieht man eine eindeutige Expansion der Mitochondrien und die Auflösung ihrer 
intrazellulären Struktur, der Cristae (Abbildung 24b, S. 75). Mit Hilfe der Kategorien 
„Kernfragmentierung“, wodurch der aktive Abbau des stark kondensierten 
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Spermienchromatins aufgezeichnet wird, und der „Kernhülldefekte“ werden Veränderungen 
des Spermienkopfes und speziell des Nukleus beschrieben (Abbildung 24c, S. 75). Die 
„Kernhülldefekte“ zeigen das Ablösen der Kernmembran vom Chromatin. Es treten dabei 
Deformationen des Chromatins auf, die auf den Vorgang des Ablösens der Kernhülle 
zurückzuführen sind. Dabei wird das, über die matrixanhaftende Regionen (MAR) noch mit 
der Kernmatrix verankerte, Chromatin durch die Kernhüllexpansion mitgerissen bis es 
schlussendlich abbricht (Abbildung 24d, S. 75). 
Die ultramorphologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eindeutige, 
Apoptose-typische Veränderungen bei ejakulierten maturen Spermien nach der Stimulation 
mit Apoptose auslösenden Agenzien (Abbildung 27, S. 81). Mit Hilfe dieser 
ultramorphologischen Untersuchungen kann gezeigt werden, dass sowohl unbehandelte 
Kontrollen als auch Apoptose-induzierte Spermatozoen ihre Morphologie ab der initialen 
Induktion mit zunehmender Dauer verändern und diese Veränderungen Zeit-abhängig sind 
(Abbildung 26, S. 77). Ein solcher Zeitabschnitt für die Ausbildung ultramorphologischer 
Veränderungen wurde als Modulationsphase festgelegt. Die eintretenden Veränderungen 
umfassten sowohl einen signifikanten Anstieg der „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“ als auch den „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ und der 
„Blasenbildung an der Membran“. Ähnliche Veränderungen beschrieben (Baccetti et al. 
1996) in ihrer Arbeit an infertilen Patienten. Die vorliegenden Daten stimmen mit diesen 
Beobachtungen überein und belegen die Annahme, dass Spermien nach der Ejakulation auf 
bestimmte Stimuli mit einer Aktivierung des programmierten Zelltods reagieren können und 
ultramorphologische Veränderungen ausführen. Vor allem der auftretende „Zusammenbruch 
innerer Mitochondrienmembran“ wurde bereits als ein Zeichen für Apoptose bei ejakulierten 
Spermatozoen postuliert (Blanc-Layrac et al. 2000). Zusammen mit dem Nachweis 
bestehender Abhängigkeiten der einzelnen Veränderungen zueinander wird ein weiterer 
Hinweis geliefert, dass diese Veränderungen einen apoptotischen Prozess der Spermien 
eindeutig beschreiben (Tabelle 34, S. 83).  
Die beobachteten Schäden geben zudem Rückschlüsse auf den zeitlichen Verlauf des 
Eintretens der ultramorphologischen Veränderungen. Demnach zeigten sich der 
„Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ und die anschließende „Blasenbildung an 
der Membran“ als früh-apoptotische Veränderung, bevor es zu einer Veränderung des 
Nukleus und einer einsetzenden „Kernfragmentierung“ kam. Dies kann zum einen aus der 
Häufigkeit des Auftretens der jeweiligen ultramorphologischen Veränderung entnommen 
werden (Abbildung 27, S. 81). Da jede der Veränderungen immer zum gleichen 
Beobachtungszeitpunkt nach sechs Stunden Modulationsphase bewertet wurde, kann ein 
zeitlicher Verlauf des Eintretens dieser aufgestellt werden. Es zeigt sich dabei, dass bei 
allen Induktoren der „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ jeweils am stärksten 
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ausgeprägt ist im Vergleich zum Auftreten der anderen Veränderungen. Die „Blasenbildung 
an der Membran“ ist unter diesen Gesichtspunkten die am zweithäufigsten eintretende 
Veränderung und die „Kernfragmentierung“ zeigt die geringsten Veränderungen nach der 
jeweiligen Induktorbehandlung und sechs Stunden Modulationszeit. Zum anderen können 
anhand der Korrelationsanalyse der ultramorphologischen Veränderungen über die Daten 
aller Induktoren spezielle Abhängigkeiten abgelesen werden (Tabelle 34, S. 83). Sie liefern 
ebenfalls Indizien zum zeitlichen Ablauf des Auftretens der Veränderungen während der 
Apoptose. So zeigt die „∆Blasenbildung an der Membran“ einen direkten Zusammenhang 
mit dem Auftreten des „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran““ (R=0,629, 
p<0,001), sowie mit dem Eintreten der „∆Kernfragmentierung“ (R=0,318, p<0,05). Hingegen 
zeigt sich zwischen dem „∆Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ und der 
„∆Kernfragmentierung“ (R=0,311, p>0,05) kein direkter Zusammenhang. Dies kann damit 
begründet werden, dass der „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ sehr früh im 
Ablauf der Apoptose eintritt und die „Kernfragmentierung“ eine spät-apoptotische 
Ausprägung darstellt. Somit erstreckt sich ein zeitlich großer Abstand zwischen beiden 
Ausprägungen und drückt sich in deren fehlender Abhängigkeit aus. Zusammengefasst 
kann gesagt werden, dass die Korrelationsanalyse den vermuteten zeitlichen Ablauf der 
ultramorphologischen Veränderungen während der Apoptose, beginnend mit dem 
„Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ über „Blasenbildung an der Membran“ 
bis hin zur „Kernfragmentierung“, bestätigen. Die „Blasenbildung an der Membran“ stellt 
aufgrund ihrer direkten Abhängigkeit zum „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ 
und der „Kernfragmentierung“ eine zwischen diesen beiden Ereignissen auftretende 
ultramorphologische Veränderung der Apoptose dar. Im Gegensatz dazu lässt sich das 
Auftreten der „∆Kernhülldefekte“ nicht eindeutig in diesen zeitlichen Verlauf einordnen. 
Einzig eine Zuordnung zur „∆Kernfragmentierung“ kann infolge der signifikant positiven 
Abhängigkeit beider Ereignisse (R=0,500, p<0,01) vorgenommen werden und damit zur 
Gruppe der Veränderungen am Chromatin bei Spermatozoen gezählt werden. Zu klären 
bleibt jedoch, welcher Vorgang „Kernhüllendefekte“ hervorruft. Möglich sind Prozesse an 
den Verbindungsstellen des Chromatins mit der Kernhülle, den MAR-Stellen. Aufgrund der 
Ablösung der Membranen vom Kern könnte noch gebundenes Chromatin erst deformiert 
werden bevor es gänzlich abreißt (Abbildung 23d, S. 74). 
Während der Untersuchungen fanden signifikant auffällig zwei weitere ultramorphologische 
Veränderungen infolge der Apoptosestimulation bei den ejakulierten maturen Spermatozoen 
statt. Dabei handelte es sich zum einen um die Ausbildung von „Kopfvakuolen“ und zum 
anderen um „Mitochondrien mit Akkumulat“ (Abbildung 31a und b, S. 87). Das Auftreten von 
„Kopfvakuolen“ unter apoptotischen Bedingungen stimmte mit den Beobachtungen von 
(Blanc-Layrac et al. 2000) überein (Abbildung 32a, S. 87). Ihr Auftreten ist auf ein 
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defektgepacktes Spermienchromatin zurückzuführen (Franco, Jr. et al. 2012). Dabei ist 
festzuhalten, dass eine aktivierte Apoptosekaskade zu einem Abbau des Chromatins führt 
und aufgrund des Nachweises dieses Merkmals bei Spermien auch der gesamte 
Apoptosemechanismus bei dieser speziellen Zellart vorliegen könnte. Außerdem wurden 
„Kopfvakuolen“ als ein zusätzlich mögliches Kennzeichen apoptotischer Veränderungen 
beschrieben. Sie könnten als ein Zeichen von DNA-Fragilität interpretiert werden, deren 
Auftreten das einsetzende Zerbrechen des Chromatins und der anschließenden 
Kondensation der Fragmente widerspiegelt (Baccetti et al. 1996, Blanc-Layrac et al. 2000). 
Mithilfe der Daten der vorliegenden Arbeit lässt sich dies belegen. Aufgrund einer 
Korrelationanalyse nach Spearman wird vermutet, dass die „Kopfvakuolen“ eine Vorstufe 
der späteren „Kernfragmentierung“ sind, da beide Veränderungen eine signifikante 
Abhängigkeit aufweisen (R=0,422, p<0,01, Tabelle 36, S. 89). Blanc-Layrac et al. stellten 
ultramorphologisch ebenfalls DNA-Fragmentationen bei apoptotischen Spermien dar und 
belegten dies durch den Nachweis der Apoptose-typischen DNA-Fragmentation mittels 
DNA-Elektrophorese (DNA laddering). Somit bestätigen die Daten der vorliegenden Arbeit 
das Auftreten der von Blanc-Layrac et al. (2000) beschriebenen Apoptose und zeigen, dass 
dieser Prozess nicht nur autoaktiviert, sondern auch durch äußere Stimuli initialisiert werden 
kann. Diese Theorie Bedarf jedoch noch weiteren Untersuchungen bevor umfangreiche 
Aussagen über die Vorgänge am Spermienchromatin gemacht werden können. 
Das Phänomen der „Mitochondrien mit Akkumulat“ wurde bisher in der Literatur nicht 
erwähnt. Es tritt nur unter Einfluss von Thapsigargin und Calciumionophor in Kombination 
mit eCa++ auf. Beides bewirkt einen Anstieg der iCa++-Konzentration (Abbildung 32b, S. 87). 
Somit könnte dieses Merkmal die Folge einer pathologischen Überladung der Mitochondrien 
mit Calciumionen sein, welche mitochondriale Dysfunktionen verursacht. Die intrazelluläre 
Matrix der Mitochondrien würde in diesem Fall stark geschädigt, zusammenbrechen und als 
Akkumulat innerhalb des Zellorganells sichtbar werden. Dieses Merkmal kann damit als 
Zeichen für Calciumstress-vermittelte Schädigung der Mitochondrien angesehen werden. 
Außerdem lassen sich bei der Spearmankorrelationsanalyse signifikante Zusammenhänge 
zu den anderen Apoptose-typischen Veränderungen erkennen („∆Zusammenbruch innerer 
Mitochondrienmembran“, „∆Kernfragmentierung“, „∆Kernhülldefekte“, Tabelle 36, S. 89). 
Das Antreffen solch geschädigter Mitochondrien verursacht demzufolge auch die Induktion 
der Apoptosekaskade.  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die ultramorphologischen Untersuchungen eine 
Aktivierung der Apoptosekaskade bei ejakulierten maturen Spermatozoen aufzeigen und 
Apoptose-typische Veränderungen damit nachgewiesen werden konnten. Außerdem wurden 
verschiedene Ursachen für die Induktion des programmierten Zelltodes aufgedeckt. Zum 
einen reagieren ejakulierte Spermien apoptotisch auf Schäden der Mitochondrien und zum 
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anderen erfolgte eine Auslösung der Apoptosekaskade infolge eines Anstiegs der 
iCa++-Konzentration, unabhängig der Herkunft der dafür benötigten Calciumionen. 
5.2 Induzierbarkeit von Apoptose in Spermien 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen helfen die Induzierbarkeit und Bedeutung der 
Signalwege der Apoptose in ejakulierten Spermatozoen besser zu verstehen und potenzielle 
Schnittstellen zu anderen Signalkaskaden aufzudecken. Mithilfe biochemischer und 
ultramorphologischer Untersuchungen wurden neue Erkenntnisse erlangt, welche dazu 
beitragen sollen, infertilen Patienten zukünftig wirksamere Therapien zu ermöglichen. 
Ausführliche Literaturrecherchen haben gezeigt, dass die vorliegende Arbeit die bisher 
einzig Bekannte zu ultramorphologischen Veränderungen nach Apoptoseinduktion bei 
Spermatozoen ist. Die Apoptose ist ein wichtiger von somatischen Zellen bekannter und 
komplexer Mechanismus, der die Zell-Homöostase innerhalb von Geweben aufrechterhält 
ohne inflammatorische Reaktionen oder Schäden des umliegenden Gewebes hervorzurufen 
(Bohm und Schild 2003). Eine Dysfunktion dieses programmierten Zelltods ist mit einer 
Vielzahl von Pathologien assoziiert (Ghavami et al. 2014, Hajra und Liu 2004, Kerr et al. 
1972). Das Wissen über die Bedeutung und den Mechanismus der Apoptose ist jedoch nicht 
unisono auf Spermatozoen übertragbar. Aufgrund ihrer besonderen Morphologie, Biochemie 
und Molekularbiologie unterscheiden sie sich erheblich von anderen Zelltypen. Dies hat zur 
Folge, dass die Fähigkeit der Spermien den programmierten Zelltod auszuführen erst 
nachgewiesen und die Signaltransduktionen geprüft werden müssen. Die dabei zu klärende 
Frage ist, ob Apoptose, wie aus somatischen Zellen bekannt, über mehrere Signalwege 
induzierbar ist. Diese Frage wird in den folgenden Abschnitten auf biochemischer und 
morphologischer Ebene diskutiert. Dadurch soll die Grundlage für ein Verständnis gebildet 
werden, wie ejakulierte Spermatozoen auf äußere Einflüsse im weiblichen Genitaltrakt oder 
während der assistierten Reproduktion reagieren können. 
5.2.1 Apoptoseinduktion am Mitochondrium  
Der aus somatischen Zellen bekannte intrinsische Apoptosesignalweg hat seinen Ursprung 
in der Schädigung der Mitochondrien (MT) betroffener Zellen (Creagh et al. 2003, Green 
1998, Green und Reed 1998). Ejakulierte Spermatozoen weisen diese Zellorganellen 
ebenfalls auf und verfügen darüber hinaus über andere, die Apoptosesignalkaskade 
kennzeichnende Komponenten (Aitken und Baker 2013, Millimouno et al. 2014). Anhand 
von Veränderungen biochemischer Indikatoren wie den Caspasen lässt sich dabei am 
deutlichsten die Apoptose charakterisieren und nachweisen (Hengartner 2000). In Proben 
ejakulierte Spermatozoen, welche mit Betulinsäure behandelt wurden, ließen sich bereits 
nach kurzer Inkubationsdauer eine starke Schädigung des mitochondrialen 
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Membranpotenzials (MMP-Schäden) und eine Aktivierung der Caspase-9 und -3 
nachweisen. Dabei zeigte sich eine hochsignifikante Abhängigkeit beider Caspasen (Tabelle 
20). Sie verweist darauf, dass unter den gewählten MT-schädigenden Bedingungen beide 
Parameter im Zusammenhang stehen und sie sich während der Auslösung der 
Apoptosekaskade gegenseitig aktivieren. Caspase-9 ist bereits seit längerem als 
essentieller Bestandteil der mitochondrial-vermittelten Apoptosekaskade bekannt 
(Hengartner 2000, Li et al. 1997). Diese Beobachtungen sind bei ejakulierten Spermatozoen 
ein deutliches Indiz für einen aktivierten, mitochondrial-vermittelten Transduktionsweg der 
Apoptose (Green und Reed 1998, Reed 1997, Wurstle et al. 2012). Dabei tritt durch 
Schädigung der Mitochondrien ein Zusammenbruch des Membranpotenzials (MMP) ein, 
Cytochrom C gelangt in das Zytosol der Spermien und aktiviert in dieser Umgebung die 
Initiatorcaspase-9. In Folge dieses Ablaufs kommt es zur Aktivierung der Effektorcaspase-3 
und dem unweigerlichen Kollaps der betroffenen Spermien (National Library of Medicine 
2015). Diese Beobachtungen werden durch die Arbeit von (Bejarano et al. 2008, Dathe et al. 
2005, Paasch et al. 2004b) bestätigt und zeigen, dass unter Einfluss von Betulinsäure der 
mitochondriale Signalweg der Apoptose spezifisch und direkt aktiviert wird.  
Der Zusammenbruch des MMP stellt hierbei den initialen Schritt dar, durch den die 
Apoptosekaskade ausgelöst wird. Notwendig ist dafür wahrscheinlich nur eine geringe 
Anzahl an geschädigten Mitochondrien. Die Mehrzahl der Mitochondrien liegt jedoch 
weiterhin funktionsfähig innerhalb der Spermien vor und liefert das erforderliche ATP für die 
energieabhängig verlaufende Apoptose (Javadov et al. 2009). Zur Untersuchung des 
kompletten Signalwegs wurden erstmals spät-apoptotisch auftretende DNA-
Fragmentierungen (DNA-Doppelstrangbrüche) mittels TUNEL-Methode bewertet. Dabei 
zeigten sich jedoch keine Veränderungen.  
Dieser Umstand bietet unterschiedliche Möglichkeiten der Interpretation. Zum einen könnte 
das Ergebnis einen Beweis dafür liefern, dass in Spermien aufgrund der ausbleibenden 
DNA-Fragmentierung nur ein limitierter Mechanismus der mitochondrial-vermittelten 
Apoptose vorliegt. Als weitere Möglichkeit ist jedoch denkbar, dass die Fragmentierung ein 
elongierter Prozess bei Protamin-gebundener Spermien-DNA ist. Aufgrund der höheren 
Nettoladung von Protamine im Vergleich zu Histonen ist die DNA von Spermatozoen dichter 
gepackt als die durch Histone gepackte DNA somatischer Zellen (Balhorn 2007, Braun 
2001, Green et al. 1994, Lewis et al. 2003). Diese höhere DNA-Kondensation dient zum 
Schutz vor oxidativem Stress (Andrabi 2007, Balhorn 2007, Muratori et al. 2006, Oliva 
2006). Aber auch die hohe Kompartmentierung der Spermien und die dadurch bedingte 
Abgrenzung der im Zytosol gelagerten, aktivierten Caspase-9 und der überwiegend im 
postakrosomalen Raum lokalisierten Caspase-3 von potenziellen Nukleasen im 
Spermienkopf könnte der Grund für eine verzögerte DNA-Fragmentierung sein (Oehninger 
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et al. 2003, Paasch et al. 2003b). Außerdem ist für die ausbleibende Detektion auch der 
verwendeten Detektionstest selbst denkbar. Dieser weist Einzel- und Doppelstrangbrüche 
nach, in dem die 3’-OH Enden von Nukleinsäuren markiert werden und so deren Detektion 
ermöglicht wird. Falls jedoch andersartige Schäden der DNA eintreten, welche keine 
vermehrte Bildung von 3’-OH Enden zur Folge haben, lassen sich diese nicht mit Hilfe der 
TUNEL-Methode nachweisen. Das Eintreten solch gearteter Schäden wurde bei Spermien 
bereits gezeigt und durch mitochondrial verursachten oxidativen Stress (reactive oxidative 
species, ROS) ausgelöst. Dabei kam es bevorzugt zur Oxidation von Guaninbasen, dessen 
Addukte als 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosin (8OHdG) bezeichnet werden (Kodama et al. 
1997). Sobald oxidierte Basen in der DNA von Spermien auftreten, werden sie mittels 
Basenexzisionsreparatur aus der DNA entfernt. Dadurch entstehen an diesen Stellen 3’-α, β 
ungesättigte Aldehydenden, die sogenannten AP-Stellen (Aitken et al. 2013). Dieser 
Reparaturmechanismus ist bei humanen Spermatozoen jedoch nur unvollständig 
vorhanden, weshalb eine Umwandlung der 3’-α, β ungesättigten Aldehydenden zu 
3’-Hydroxylenden nicht erfolgt (Smith et al. 2013). Innerhalb der DNA können die AP-Stellen 
nicht mit Hilfe des TUNEL-Tests nachgewiesen werden. Sie haben außerdem eine stark 
destabilisierende Wirkung auf das DNA-Rückgrat, können DNA-Strangbrüche zur Folge 
haben und eine Art früh-apoptotische DNA-Fragmentation (DNA-Einzelstrangbrüche) 
darstellen (Wiseman und Halliwell 1996). Diese würden allerdings nicht mit der 
durchgeführten TUNEL-Methode nachgewiesen werden. (Sotolongo et al. 2005)gelang es 
2005 dennoch, nach einer verlängerten Inkubation der Spermien unter apoptotischen 
Bedingungen ein Signal für Doppelstrangbrüche, eine Art spät-apoptotische DNA-
Fragmentierung, zu zeigen. Die Entstehung von Doppelstrangbrüchen kann zum einen das 
Resultat der destabilisierenden Wirkung der ROS-bedingten Einzelstrangbrüche sein oder 
zum anderen durch aktive Nukleasen entstehen. Humane Spermatozoen verfügen sogar 
über verschiedene potenzielle Nukleasen für die apoptotische Degradierung der DNA. 
Solche sind unter anderem AIFM (apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated), 
EndoG (Endonuklease G) und CAD (caspase-activated DNase), gegenüber denen die DNA 
der Spermien suszeptibel ist (Koppers et al. 2011, Nagata et al. 2003). Allerdings ist jede 
dieser Nukleasen im Spermienmittelstück lokalisiert, deren Translokation zur DNA im 
Spermienkopf auch durch die Induktion von Apoptose nicht ausgelöst werden kann 
(Koppers et al. 2011). Es scheint, als ob die physikalische Architektur der Spermien den 
Transport der Nukleasen verhindert. Allerdings lässt sich vermuten, dass bereits in der 
Chromatinstruktur integrierte Endonukleasen perimortal aktiviert werden. Dies könnte einen 
finalen Akt der Selbstzerstörung darstellen, welcher vor der Phagozytose durch 
Makrophagen eintritt. Eine solche spät-apoptotische DNA-Fragmentierung wäre durch die 
TUNEL-Methode detektierbar (Koppers et al. 2011). Genau dieser Vorgang konnte im 
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Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. So trat die spät-apoptotische DNA-
Fragmentation erst drei Stunden nach der Induktion der mitochondrial-vermittelten Apoptose 
bei ejakulierten maturen Spermatozoen signifikant auf (Abbildung 37, S. 93). Direkt im 
Anschluss an die 15-minütige Behandlung mit dem Apoptoseinduktor konnte diese Art der 
DNA-Fragmentierung nicht nachgewiesen werden (Tabelle 19, S. 60). 
Neben den soeben erläuterten biochemischen Veränderungen wurden auch 
ultramorphologische Veränderungen an nicht-kapazitierten Spermien nachgewiesen, welche 
die bisherigen Hinweise auf apoptotische Prozesse in Spermien bestärken. 
Transmissionselektronenmirkoskopisch (TEM) ließen sich eindeutig signifikante 
Veränderungen durch die Behandlung maturer Spermien mit Betulinsäure nachweisen. Die 
auftretenden ultramorphologischen Veränderungen entsprechen dabei denen, die in der 
Literatur als Apoptose-typisch angegeben werden (Kerr et al. 1972). Es konnten sowohl 
früh-apoptotische Veränderungen, wie die „Blasenbildung an der Membran“, als auch 
spät-apoptotische Veränderungen am Nukleus, wie die „Kernfragmentierung“ und 
„Kernhülldefekte“, erkannt werden (Tabelle 30, S. 78). Die ultramorphologischen 
Untersuchungen weisen damit eindeutig die spezifische Apoptose-induzierende Wirkung 
von Betulinsäure bei humanen maturen Spermatozoen nach. Zusätzlich bestätigen sie die 
Erkenntnisse der biochemischen Untersuchungen, dass Apoptose in Spermien auslösbar 
und über den mitochondrial-vermittelten Signalweg induzierbar ist, was mit dem Wissen aus 
somatischen Zellen übereinstimmt. 
Weitere Untersuchungen beschäftigten sich mit dem Einfluss intrazellulären Calciums auf 
den Ablauf der mitochondrial-vermittelten Apoptose bei maturen kapazitierten Spermien. 
Calciumionen sind ein sekundärer Botenstoff bei humanen Spermatozoen. Dieser Botenstoff 
spielt eine wichtige Rolle, da durch den dynamischen Anstieg der intrazellulären 
Calciumkonzentration verschiedene Prozesse bei Spermien, wie die Motilität, die 
Kapazitation, die Akrosomreaktion und die Fertilität, reguliert werden (Li et al. 2014). Bei der 
Auslösung einer mitochondrial-vermittelten Apoptose wurde deutlich, dass die Bindung 
intrazellulärer Calciumionen keinen Einfluss auf die Aktivierung des Signalwegs hatte 
(Abbildung 39, S. 96). Zwar zeigte sich, dass die schädigende Wirkung der Betulinsäure auf 
das mitochondriale Membranpotenzial signifikant minimiert wurde, doch erfolgte trotzdem 
die Aktivierungen der Caspase-9 und -3 sowie ein Eintreten spät-apoptotischer 
DNA-Fragmentation. Dies belegt eindeutig, dass die mitochondrial-vermittelte Apoptose 
nicht ausschließlich über einen Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration gesteuert 
wird. Weiterhin wird die Annahme unterstützt, dass dieser Signalweg maßgeblich über den 
Austritt von Cytochrom C aus den Mitochondrien gesteuert wird und dadurch die Aktivierung 
der Caspasekaskade initiiert wird. Die parallel dazu ablaufende Generierung von oxidativem 
Stress durch ROS, welche von den geschädigten Mitochondrien ausgeht, liefert weiterhin 
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einen Grund für die oben beschriebene Destabilisierung der Spermien-DNA (Bejarano et al. 
2012). Die dadurch entstandenen früh-apoptotischen DNA-Schäden könnten die 
nachgewiesene spät-apoptotische DNA-Fragmentation (TUNEL-Daten, Abbildung 37, S. 93) 
begünstigen. Damit wären sie eine Voraussetzung für den Verdau der DNA durch 
Nukleasen. Einzig die Schädigung der Plasmamembran wird hochsignifikant gehemmt (PI-
Daten, Abbildung 37, S. 93) und verweist auf eine starke Abhängigkeit dieser von der 
intrazellulären Calciumkonzentration. 
Wie anzunehmen war, traten nach der Wiederfreisetzung der Calciumionen keine 
Veränderungen der Apoptose-typischen Marker auf (Abbildung 37, S. 93). Dies bestärkt die 
Annahme, dass der Apoptosesignalweg unabhängig von der intrazellulären 
Calciumkonzentration induziert wird. Aufgrund der primären Unabhängigkeit des 
mitochondrial-vermittelten Apoptosesignalwegs von Calcium, treten bei der 
Korrelationsanalyse der Daten auch keine nachweisbaren Zusammenhänge der einzelnen 
Parameter zueinander auf (Tabelle 39, S. 96). Besonders die nicht vorhandene Korrelation 
der Marker MMP-Schäden, CP-9, CP-3 und TUNEL zu den offensichtlichen Calcium-
abhängigen Schäden der Plasmamembran zeigt eindeutig, dass dieser Signalweg zwar 
sekundär durch Calcium verstärkt wird, er jedoch nicht gänzlich davon abhängig ist. Einzig 
die Veränderungen der Caspasen 9 und 3 weisen eine sehr hohe Korrelation zueinander auf 
und offenbaren die bekannte Abhängigkeit dieser beiden Proteasen über die 
Caspasekaskade.  
Bei der Betulinsäurebehandlung kommt es nachgewiesener maßen durch den 
Zusammenbruch des MMP zum Austritt von Cytochrom C in den intrazellulären Raum und 
damit zur Aktivierung der Caspasen. Weiterhin könnte der Austritt von ROS aus den 
Mitochondrien eine früh-apoptotische DNA-Fragmentierung auslösen, welche anfänglich 
nicht mittels TUNEL detektierbar ist. Diese durch ROS ausgelösten DNA-Schäden würden 
zu einer Destabilisation des Chromatins führen und mit zeitlichem Verzug spät-apoptotische 
Doppelstrangbrüche hervorrufen. Durch die Kompartmentierung der Spermien und die 
räumliche Abtrennung der Mitochondrien, welche sich ausschließlich im Mittelstück des 
Spermiums befinden, können die Apoptose-induzierenden Komponenten dieser Organellen 
nicht direkt schädlich auf ihre Ziele innerhalb der Zellen einwirken. Damit lässt sich 
zusätzlich die zeitlich verzögerte Apoptoseinduktion erklären. 
5.2.2 Interne Calciumspeicher-vermittelte Apoptose  
Dieser Signalweg der Apoptose hat bei somatischen Zellen seinen Ursprung in einer 
Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration (iCa++) aufgrund von Stress am 
endoplasmatischen Retikulum und der angeschlossenen Migration von Calciumionen aus 
diesem ins Zytosol (Demaurex und Distelhorst 2003, Orrenius et al. 2003). Obwohl 
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Spermatozoen nicht über ein Organell wie das endoplasmatischen Retikulum verfügen, 
kann dieser Ablauf der Apoptoseinduktion bei ejakulierten Spermien mit der vorliegenden 
Arbeit nachgewiesen werden (Tabelle 21, S. 61). Der Anstieg der iCa++-Konzentration kann 
bei Spermien also nicht aufgrund von Stress am endoplasmatischen Retikulum verursacht 
werden, sondern durch die Freisetzung von Calcium aus internen Calciumspeichern im 
Akrosom und Mittelstück der Spermatozoen (Lawson et al. 2007). Nach der spezifischen 
Induktion dieser Calciumspeicher-vermittelten Apoptose durch Thapsigargin trat eine 
extreme Aktivierung der Initiatorcaspase-9, der von ihr aktivierten Effektorcaspase-3 und der 
spät-apoptotischen DNA-Fragmentation ein. Die Calciumionen allein bewirken die 
Aktivierung der Caspase-9 jedoch nicht. Erkenntnisse anderer Arbeiten lassen vermuten, 
dass Calpain dies übernimmt (Paasch et al. 2004b, Pike et al. 1998, Wang et al. 1998). 
Diese zytosolische und Calcium-abhängige Protease ist zwischen der Plasmamembran und 
dem Akrosom humaner Spermatozoen lokalisiert und beeinflusst sowohl deren Motilität als 
auch die Akrosomreaktion (Ozaki et al. 2001, Yudin et al. 2000). Ein mögliches Modell der 
Apoptoseinduktion über Calpain wäre die Aktivierung der Protease infolge eines 
iCa++-Konzentrationsanstiegs und dem dadurch nachgeschalteten Aktivieren der 
Initiatorcaspase-4 und -9 sowie der Effektorcaspase-3 und der abschließenden 
spät-apoptotischen DNA-Fragmentation. Bei somatischen Zellen wurde dieses Modell der 
Apoptoseauslösung und Übertragung bereits gezeigt (Hitomi et al. 2004). 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen weiterhin, dass die erhöhte 
iCa++-Konzentration das mitochondriale Membranpotenzial negativ beeinflusst (MMP-
Schäden, Tabelle 21, S. 61). Eine Koaktivierung der mitochondrial-vermittelten Apoptose 
während der Calciumspeicher-vermittelten Apoptose kann somit angenommen werden. 
Arbeiten anderer Wissenschaftler konnten diese Wirkung des Calciums bereits bei 
somatischen Zellen nachweisen und belegen diese Annahme (Rasheva und Domingos 
2009, Szegezdi et al. 2006). Die hohe iCa++-Konzentration führt dabei zu einer 
pathologischen Überladung der Mitochondrien, woraufhin diese irreversibel geschädigt 
werden (Huang et al. 2013). Es treten mitochondriale Dysfunktionen ein, das mitochondriale 
Membranpotenzial bricht zusammen und über die mitochondrialen 
Permeabilitätstransitionsporen tritt Cytochrom C in das Zytoplasma (Crompton 1999, 
Halestrap et al. 2002, White und Reynolds 1996). Cytochrom C bildet an diesem Ort den 
Aktivator der Caspasekaskade und bewirkt eine Überlagerung des Signalwegs der 
Calciumspeicher-vermittelten Apoptose durch den der mitochondrial-vermittelten Apoptose. 
Die getätigten biochemischen Untersuchungen belegten diesen Ablauf und zeigen einen 
ansteigenden Anteil an Spermien mit Schäden des MMPs, aktivierter Caspase-9 und -3 




Mithilfe der Korrelationsanalysen zu den biochemischen Untersuchungen lässt sich 
zunächst die Aktivierung der Calciumspeicher-vermittelten Apoptose über Calpain belegen 
(Tabelle 22, S. 62). Sie zeigen keinen direkten Zusammenhang zwischen der Aktivierung 
der Caspasen und der MMP-Schäden und weisen so daraufhin, dass die Caspasekaskade 
direkt über Calpain initiiert wird. Eine Aktivierung des Signalwegs über eine Schädigung der 
Mitochondrien ist somit nicht zwingend notwendig. Die Hypothese der Koaktivierung beider 
Signalwege wird dadurch aber nicht eindeutig widerlegt. Calpain könnte eine hohe 
Sensitivität gegenüber Änderungen der iCa++-Konzentration haben und damit eine höhere 
Effektstärke dieses Signalwegs im Vergleich zum mitochondrial-vermittelten 
Apoptosesignalweg bewirken. Damit könnte der Effekt des mitochondrial-vermittelten 
Signalwegs überlagert werden und bei der Korrelationsanalyse nicht sichtbar sein. 
Nichtsdestotrotz kann die Auslösung der Calciumspeicher-vermittelten Apoptose durch 
Calcium aus internen Speichern komplett gezeigt werden. Ein weiterer Beleg dafür ist der 
signifikante Zusammenhang zwischen der zunehmenden DNA-Fragmentation und einer 
steigenden Aktivität von Caspase-9 und -3. Bisher war häufig die Rede von einem abortiven 
Mechanismus der Apoptose bei Spermatozoen. Mit dem beobachteten Zusammenhängen 
der DNA-Fragmentation mit den einzelnen Apoptosemarkern kann dies jedoch widerlegt 
werden. 
Unterstützend zu diesen Erkenntnissen kommen die Ergebnisse der ultramorphologischen 
Untersuchung maturer Spermien vor und nach der Induktion mit Thapsigargin (Tabelle 31, 
S. 78). Dabei traten erhebliche ultramorphologische Veränderungen auf, welche die 
Apoptose kennzeichnen und die Apoptose-induzierende Wirkung einer erhöhten 
iCa++-Konzentration bei Spermien weiter bestätigt. Es traten signifikant erhöht der 
„Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“, die „Kernfragmentierung“, die 
„Kernhülldefekte“ und die „Blasenbildung an der Membran“ auf. 
Die Auslösung von Apoptose durch eine erhöhte iCa++-Konzentration geht mit den 
Kenntnissen aus somatischen Zellen einher (Hitomi et al. 2004, Rasheva und Domingos 
2009, Szegezdi et al. 2006). Diese direkte Abhängigkeit konnte auch für den 
Calciumspeicher-vermittelten Apoptosesignalwegs bei Spermien erbracht werden, indem 
der Anstieg der iCa++-Konzentration während der Apoptoseinduktion gehemmt wurde 
(Abbildung 40, S. 97). Unter diesen Bedingungen wurde sowohl die Aktivierung der 
Caspasen 9 und 3 als auch die Schäden an den Mitochondrien und die DNA-Fragmentation 
drastisch minimiert. Damit wird ein eindeutiger Beweis dafür geliefert, dass dieser Signalweg 
der Apoptose direkt von einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration abhängig 
ist. Die unter diesen Umständen auftretenden Korrelationen der einzelnen Parameter 
zueinander belegen dies, ebenso wie die signifikant hohen Korrelationskoeffizienten der 
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Apoptosemarker (MMP-Schäden, CP-9, CP-3 und TUNEL) zur Calcium-abhängigen 
Schädigung der Plasmamembran (Tabelle 40, S. 98). 
Unter Berücksichtigung aller gesammelten Daten lässt sich die folgende Aussage treffen: 
Der Signalweg der Calciumspeicher-vermittelten Apoptose kann bei ejakulierten 
Spermatozoen vollständig ausgelöst werden. Dabei liefern die Daten einen Beleg für 
Veränderungen innerhalb der Apoptosekaskade. Anfangs kommt es zur Aktivierung der 
Caspase 9 bevor die Aktivierung der Effektorcaspase 3 eintritt. Diese ist einer der 
wichtigsten Punkte innerhalb der Apoptosekaskade und bewirkt irreversible Veränderungen 
der betroffenen Zellen. Im letzten Schritt erfolgte die spät-apoptotische DNA-Fragmentation 
(p<0,01, TUNEL, Abbildung 37, S. 93). Dieser Vorgang könnte einen Vorverdau der Zellen 
für eine mögliche Phagozytose durch Makrophagen darstellen. Makrophagen erkennen 
dabei die zu phagozytierenden Zellen anhand von Phosphatidylserin, welches die 
betroffenen Zellen externalisieren und auf ihrer Membran präsentieren. Bei Spermien wurde 
der Externalisierungsprozess von Phosphatidylserin bereits beschrieben und korreliert mit 
der Aktivierung von Caspase-3 (Kotwicka et al. 2008). Die Voraussetzungen für einen 
nicht-inflammatorischen Recyclingprozess durch Makrophagen sind damit gegeben und 
apoptotische Spermien könnten über eine instruierte Phagozytose aus dem weiblichen 
Genitaltrakt entfernt werden (Kurosaka et al. 2003). Stützend zu dieser Annahme wurde 
bereits nachgewiesen, dass es post coital zu einer massiven leukozytischen Infiltration im 
unteren weiblichen Genitaltrakt kommt (Thompson et al. 1992). 
Des Weiteren ist zu erwähnen, dass Calcium und dessen Homöostase eine wichtige Rolle 
bei einer Vielzahl von Prozessen innerhalb somatischer Zellen und Spermatozoen spielt 
(Brini et al. 2013, Darszon et al. 2011). Speziell bei Spermien sind Calciumionen wesentlich 
an der Kapazitation und der Akrosomreaktion beteiligt (Abou-Haila und Tulsiani 2009). 
Ähnlich wie bei der Apoptose wird auch die Akrosomreaktion über einen Anstieg der 
intrazellulärer Calciumkonzentration getriggert (Michaut et al. 2000). Somit könnte die 
Calcium-getriggerte Apoptose eine Art Alterungsprozess darstellen, welcher Zeit- oder 
Dosis-abhängig der Akrosomreaktion nachgeschaltet ist. Dadurch stünde ejakulierten 
Spermatozoen ein bestimmter Zeitraum zur Verfügung, um post coital eine Befruchtung der 
Oozyte zu erzielen. Bei Spermatozoen, welche in dieser Zeit nicht die Oozyte erreichen, 
würde automatisch der programmierte Zelltod aktiviert und die Phagozytose durch 
Makrophagen eingeleitet werden. Nicht an der Befruchtung teilnehmende Spermien könnten 
so aus dem weiblichen Genitaltrakt entfernt werden, ohne dass inflammatorische 
Reaktionen hervorgerufen oder Autoimmunerkrankung verursacht werden, welche 
unweigerlich zur Infertilität der Frau führen würden (Koppers et al. 2011). 
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5.2.3 Calciumstress-getriggerte Apoptose durch Zufuhr extrazellulärer 
Calciumionen 
Die Zufuhr von Calciumionen aus dem Extrazellularraum in ejakulierten Spermatozoen 
wurde bisher eingesetzt, um eine unpysiologische Auslösung der Akrosomreaktion 
einzuleiten (Aitken et al. 1993). Calciumionophor dient dabei als mobiler 
Calciumionenträger. Es ist ein hydrophobes Molekül und bindet selektiv Calciumionen. Das 
komplexe Molekül ermöglicht Calciumionen durch die Lipiddoppelschichten der 
Zellmembranen und Zellkompartimente zu diffundieren (Chaney et al. 1974, Reed und Lardy 
1972, Zmijewski, Jr. 1980). Innerhalb der Zellen verursachen die Metallionen eine Störung 
der Calcium-Homöostase und einem Anstieg der iCa++-Konzentration, wodurch eine 
gesteuerte Initialisierung der Akrosomreaktion ausgelöst wird. Dieser iCa++-Anstieg ähnelt 
sehr stark dem Signalweg der Calciumspeicher-vermittelten Apoptose bei Spermien und 
lässt vermuten, dass die Zufuhr extrazellulärer Calciumionen ebenfalls Apoptose bei 
Spermien auslöst. Bei der Untersuchung der Induktionsfähigkeit bestätigte sich diese 
Vermutung. Aufgrund der Zufuhr extrazellulärer Calciumionen durch CaI erfolgte, wie bei der 
Calciumspeicher-vermittelten Apoptose, eine Aktivierung der Apoptosekaskade. Es konnte 
eine stark signifikante Aktivierung der Initiatorcaspase-9, der Effektorcaspase-3, der spät-
apoptotischen DNA-Fragmentation sowie eine starke Schädigung des mitochondrialen 
Membranpotenzials nachgewiesen werden (Tabelle 23, S. 63). Auch ultramorphologische 
Untersuchungen maturer Spermien zeigten die gleichen Veränderungen wie bei der 
Calciumspeicher-vermittelten Apoptose (Tabelle 32, S. 79). Eine Hemmung des Anstiegs 
der iCa++-Konzentration führte trotz CaI und hoher extrazellulärer 
Calciumionenkonzentration zu einer deutlich verminderten Aktivierung der biochemischen 
Apoptosemarker (Abbildung 41, S. 99). Diese Erkenntnisse lassen darauf schließen, dass 
ein Calcium-getriggerter Signalweg der Apoptose in ejakulierten Spermatozoen vollständig 
induzierbar ist und dieser über die Zufuhr extrazellullären Calciums oder über die 
Ausschüttung intrazellulärer Calciumspeicher getriggert werden kann. Festzuhalten ist 
ebenfalls, dass extrazellulär eingebrachte Calciumionen über CaI ein enormes Potenzial zur 
Apoptoseinduktion verfügen. Dies könnte darin begründet liegen, dass Calciumionen durch 
Cal zu permeablen Molekülen für Lipiddoppelschichten werden. So können die Ionen nicht 
nur in größeren Mengen von außerhalb in den intrazellulären Raum diffundieren, sondern 
auch in alle Zellkompartimente innerhalb der Spermatozoen gelangen. Hier führen sie durch 
die Störung der Calcium-Homöostase zur Induktion des Calciumspeicher-vermittelten 
Apoptosesignalwegs (5.2.2, S. 110), der Aktivierung von Calpain und der Schädigung der 
Mitochondrien. Der Grund für die angestiegene iCa++-Konzentration ist dabei nicht von 
Relevanz aber der Signalweg der Apoptose von Ca++-abhängig. 
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5.2.4 Einfluss von oxidativem Stress 
Unter Einsatz von 0,25 mM Wasserstoffperoxid konnte in immaturen und maturen nicht-
kapazitierten Spermien keine Aktivierung apoptotischer Vorgänge verzeichnet werden 
(Tabelle 25, S.64). Somit liegt die Annahme nah, dass 0,25 mM H2O2 keinen Einfluss auf die 
Aktivierung der Apoptosesignalwege hat. Zwar kommt es zu einer Schädigung des MMPs, 
jedoch unterscheiden sich die Mittelwerte der H2O2-behandelten Spermien von den 
unbehandelten Kontrollen nur um nicht einmal 7 %. Außerdem weisen sie jeweils eine hohe 
Standardabweichung vom Mittelwerte auf, wodurch keine klare Trennung der beiden 
Verteilungen vorliegt und eine eindeutige Beeinflussung des MMPs nicht nachgewiesen 
werden kann. Der gleiche Sachverhalt zeigt sich bei der Betrachtung der Ergebnisse der 
Initiatorcaspase-9. Bestätigt wird diese Annahme durch die Messungen der 
Effektorcaspase-3 und durch die der DNA-Fragmentation. Sie zeigen infolge der 
Behandlung der Spermien mit 0,25 mM H2O2 ebenfalls keine Veränderungen. Eine Ursache 
für die ausbleibende Aktivierung des Apoptosemechanismus könnten Peroxiredoxine sein. 
Sie dienen den Spermatozoen als Antioxidantien und schützen sie durch freie 
H2O2-Radikale vor spezifischen Schäden (O'Flaherty und Rico de 2011). Peroxiredoxine 
wurden im Kopf, im Akrosom, in der Mitochondrienmembran und im Flagellum des 
Spermiums nachgewiesen. Auf diese Weise können sie in verschiedenen Kompartimenten 
direkt auf Veränderungen freier H2O2-Radikale reagieren und die Spermatozoen aktiv vor 
Schäden schützen. Die gewählte Konzentration von 0,25 mM übersteigt offensichtlich nicht 
die Kapazität des oxidativen Schutzes der Spermien. Höhere, die Kapazität des oxidativen 
Schutzes überschreitende, Konzentrationen an ROS haben einen negativen Einfluss auf 
normale Spermienfunktionen und stehen in Verbindung mit der Infertilität beim Mann 
(Agarwal et al. 1994, Kumar et al. 2011). 
Neben dem soeben beschriebenen haben auch noch andere Faktoren einen erheblichen 
Einfluss auf die Ausbildung oxidativen Stresses innerhalb der Zellen. Dazu gehören sowohl 
der Ort an dem Radikale reagieren können als auch die Zeit, zu der eine hohe Konzentration 
an ROS auf Spermatozoen wirkt (Aitken et al. 2004). Des Weiteren ist es möglich, dass 
Spermien gegenüber anderen Mitgliedern der ROS-Familie, wie zum Beispiel Singulett-
Sauerstoff, Superoxidanionen, Stickoxide oder Hydroxylradikale, einen geringeren Schutz 
haben als gegenüber H2O2 (Chen et al. 2013). Dies könnte darauf hinweisen, dass 
H2O2-induzierte Apoptose ein Zeit-abhängiger Prozess ist. Lozano et. al zeigten 2009, dass 
Spermatozoen bereits bei einer Inkubation mit 10 µM H2O2 über 60 min mit einer gering 
signifikanten Aktivierung von Caspase-3 und einer erhöhten DNA-Fragmentation reagieren 
(Lozano et al. 2009). Dies steht im Widerspruch mit den aktuellen Daten der vorliegenden 
Arbeit. Doch waren die verwendeten Proben in dieser Untersuchung von infertilen Patienten, 
deren Spermien von Beginn an bereits zu 17 % DNA-Fragementationen aufwiesen. Das 
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könnte darauf schließen lassen, dass die auftretende Suszeptibilität der Spermien 
gegenüber H2O2 in der Infertilität des Patienten begründet ist. Die Proben infertiler Patienten 
beinhalten meist eine Vielzahl immaturer und bereits geschädigter Spermien, deren 
unvollständige Differenzierung keinen ausreichenden oxidativen Schutz bietet. Damit sind 
infertile Spermien empfindlicher gegenüber ROS als Proben fertiler Spermien (Lewis et al. 
1997, Zini et al. 1993). Diese können bereits geringe Konzentrationen an ROS nicht 
kompensieren was zur DNA-Fragmentation, Oxidation von Basen, MMP-Schäden und 
erhöhten Caspaseaktivitäten führt (Aitken et al. 1998, Gallon et al. 2006, Koppers et al. 
2008). Zur nicht eintretenden Aktivierung Apoptose-relevanter Faktoren bei fertilen 
Spermien kommt es vermutlich aufgrund von oxidativen Schutzmechanismen. Es ist jedoch 
ebenso möglich, dass eine längere Inkubationsdauer oder eine höhere Menge an H2O2 
Apoptose als Folge oxidativen Stresses auslöst. 
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, konnten sich Spermien fertiler 
Probanden über einen Zeitraum von mindestens 15 min und bei einer Konzentration von 
0,25 mM H2O2 vor oxidativem Stress schützen. Die Signalwege der Apoptose wurden dabei 
nicht initialisiert. Andere Arbeiten weisen das Auftreten von Lipidperoxidation ab einer 
Konzentration von 1 mM H2O2 bei gesunden Spendern nach (O'Flaherty und Rico de 2011). 
Es ist also möglich, dass erst solch hohe Konzentrationen oxidativen Stress bei Spermien 
auslösen und dadurch Apoptose aktivieren. Zu erforschen gelte es nun die physiologisch 
realistische Höchstmenge an ROS, die im Körper auf Spermien wirken kann. Bei der 
Korrelationsanalyse der biochemischen Daten zeigten sich keine Zusammenhänge der 
einzelnen Parameter (Tabelle 26, S. 65). Einzig der Anstieg der Caspasen war signifikant. 
Da jedoch Caspase-3 durch H2O2 nicht relevant beeinflusst wurde, verweist diese 
Korrelation nur auf einen Zusammenhang der beiden Enzyme. Er gibt aber keine weitere 
Auskunft über das Eintreten eines apoptotischen Vorgangs. 
Ultramorphologische Beobachtungen der H2O2-inkubierten Spermien bestätigen ebenfalls 
die biochemischen Untersuchungen (Tabelle 33, S. 80). Weiterhin belegen sie, dass auch 
bei maturen Spermien keine Apoptose-relevanten morphologischen Veränderungen 
eintreten. Diese Erkenntnis lässt nur 2 Schlussfolgerungen zu: Entweder kann ROS in Form 
von H2O2 bei Spermien gesunder Spender keine Apoptose auslösen und toxische 
Konzentrationen von H2O2 führen zum nekrotischen Absterben der Spermien. Oder sie 
schützen sich mit Hilfe von Antioxidantien gegenüber oxidativem Stress. 
In maturen kapazitierten Spermien wurde bei einer Konzentration von 2 mmol H2O2 über 
oxidativen Stress eine Auslösung der Apoptose hervorgerufen (Abbildung 37, S. 93). Dabei 
kam es zur Schädigung des MMPs, zur Aktivierung der Caspasen 9 und 3, zum Einsetzen 
der spät-apoptotischen DNA-Fragmentation und zu Plasmamembranschäden. Der Einsatz 
eines Calciumchelators unter diesen Bedingungen bewirkte eine signifikante Hemmung 
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dieser Marker (Abbildung 42, S. 101). Einzig Plasmamembranschäden traten jedoch 
weiterhin auf. Daraus lässt sich die Schlussfolgerung ableiten, dass auch bei der durch 
oxidativen Stress verursachten Apoptose, hervorgerufen durch H2O2, der Anstieg des 
intrazellulären Calciumspiegels eine Rolle spielt. Die Schädigung der Membran wurde nicht 
nur durch die veränderte Calciumkonzentration hervorgerufen, sondern auch durch das 
H2O2 selbst, da dieses zu unspezifischen Oxidationsschäden an der Membran, verursacht 
durch sogenannte Lipidoxidationen, führt (Tremellen 2008). 
H2O2 hat bei einer Konzentration von 0,25 mM im Vergleich zu CaI, Thapsigargin und 
Betulinsäure die signifikant niedrigste Auswirkung auf Spermien. Die Ergebnisse der 
vorliegenden Forschungsarbeit lassen einen Schutz gegenüber oxidativem Stress bei dieser 
Konzentration vermuten. Während der Inkubation zeigten sich jedoch signifikante 
Beeinträchtigungen der Standardparameter wie der Spermienmembran und der Vitalität 
sowie der Motilität. Hierbei handelt es sich allerdings um Veränderungen, welche nicht 
ausschließlich der Apoptose zugeordnet werden können, sondern auch als Folge 
unspezifische Schädigungen eintreten. Somit könnten die Veränderungen Hinweise für ein 
nekrotisches Absterben der Spermien aufgrund von oxidativem Stress liefern und einen 
Beleg dafür sein, dass Apoptose in Spermien nicht durch oxidativen Stress auslösbar ist. 
Damit müsste es eigentlich von potenziellen Induktoren für apoptotische Prozesse in 
Spermien abgegrenzt werden. Außer im Falle des H2O2 beeinflussten jedoch alle Induktoren 
die Standartparameter sehr stark. Dies deutet daraufhin, dass es sich bei den 
Veränderungen der Standardparameter nicht automatisch um nekrotische Vorgänge 
handelt, sondern sie als Folge der Aktivierung von Apoptose bei Spermatozoen eintreten. 
Möglicherweise sind Spermien mit aktivierter Apoptosekaskade nicht mehr fertil und die 
Befruchtung der Oozyte ist stark eingeschränkt. Ein Abfall der Motilität hat somit zur Folge, 
dass die Spermien die Oozyte nicht penetrieren können. Auf diese Weise wird das Risiko für 
Miss- und Fehlgeburten sowie Aborte minimiert. Sowohl der Vitalitätsverlust als auch die 
Schädigungen an der Membran der Spermien sind Parameter, die in Kombination mit 
anderen Veränderungen den fortschreitenden Verlauf der Apoptose anzeigen (Bejarano et 
al. 2012, Richburg 2000, Shen et al. 2002). Auch hochsignifikante, positive Korrelationen 
von Membranschäden („∆PI“) und der wichtigsten Parameter der Apoptosesignalwege 
(„∆CP9“, „∆CP3“, „∆TUNEL“) bestätigen diese Annahme (Tabelle 28, S. 69). Die Vitalität 
zeigt ebenso wie die Motilität durchweg hohe, negative Korrelationen, was den negativen 
Einfluss der aktivierten Apoptose auf diese Parameter untermauert.  
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5.3 Interaktion von Apoptose und Akrosomreaktion 
Während der Untersuchung der Induzierbarkeit apoptotischer Prozesses in humanen 
Spermatozoen trat immer wieder eine Koaktivierung der Akrosomreaktion auf (Abbildung 21, 
S. 72 und Abbildung 17, S. 66). Unter anderem kam dies bei der Betulinsäure-bedingten 
Induktion der mitochondrial-vermittelten Apoptose vor. Betulinsäure verursacht dabei eine 
starke Schädigung der Mitochondrien, was zu einer Störung der intrazellulären Calcium-
Homöostase führt (Huang et al. 2013). Der anhaltende Anstieg der iCa++-Konzentration 
während der Apoptose könnte somit die Koaktivierung der Akrosomreaktion hervorrufen und 
bei einer möglichen späteren Phagozytose, die Makrophagen vor den Spermienlysozymen 
des Akrosoms schützen. Die Auslösung inflammatorischer Immunreaktionen könnte dadurch 
ebenfalls verhindert werden. Diese Annahme lässt vermuten, dass Akrosomreaktion und 
Apoptose über den Anstieg der iCa++-Konzentration verbundene Mechanismen sind und sich 
gegenseitig beeinflussen. Auch die stark signifikanten Korrelationen zwischen der aktivierten 
Akrosomreaktion und den biochemischen Markern der Apoptose sprechen dafür (Abbildung 
22, S. 73). Sie zeigen einen offensichtlichen Zusammenhang der Apoptose und der 
Akrosomreaktion. 
Auch der Thapsigargin-bedingte Calciumspeicher-vermittelte Apoptosesignalweg löst in 
maturen und immaturen nicht-kapazitierten Spermien eine Akrosomreaktion aus. 
Thapsigargin imitiert den Vorgang des Kontakts der Spermienmembran mit der Zona 
pellucida und bewirkt den Ausstrom von Calciumionen aus internen Calciumspeichern in die 
Akrosomhülle und in das Spermienmittelstück. Das geschieht über den Block von SERCA-
Pumpen (Lawson et al. 2007). Der identische Vorgang ist als Initiator der Akrosomreaktion 
bekannt (Abou-Haila und Tulsiani 2009, Calogero et al. 2000). Auch bei diesem 
Apoptosesignalweg wird eine anhaltender Anstieg der iCa++-Konzentration eingeleitet und 
unterstützt die Annahme einer Verbindung beider Mechanismen über einen Anstieg der 
iCa++-Konzentration. Die sehr ähnliche Calciumstress-getriggerte Apoptose zeigte den 
gleichen Verlauf des Anstiegs der iCa++-Konzentration und der Koaktivierung der 
Akrosomreaktion und Apoptose. Der Einstrom extrazellulärer Calciumionen verursachte 
dabei eine noch effizientere Aktivierung beider Mechanismen. Begründet werden kann dies 
mit einer extremen Überladung der Spermatozoen mit Calciumionen aus dem 
extrazellulären Raum. Bei der Betrachtung der Marker der Akrosomreaktion und der 
Apoptose wird offensichtlich, dass sich beide Prozesse sehr stark beeinflussen (Tabelle 29, 
S. 72). 
Unterstützt werden die Erkenntnisse der molekularbiologischen Signaluntersuchungen durch 
die Ergebnisse der ultramorphologischen Untersuchungen (Abbildung 34, S. 91). Beide 
Untersuchungsmethoden belegen damit unabhängig von einander die Koaktivierung der 
Akrosomreaktion bei der Auslösung von Apoptose. Durch die signifikante Korrelation beider 
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Parameter (R = 0,673, p<0,001, Tabelle 37, S. 91) kann deutlich gezeigt werden, dass mit 
einer hohen Wahrscheinlichkeit durch zwei unterschiedliche Methoden derselbe Vorgang, 
die Akrosomreaktion, beschrieben werden konnte. Unter Entzug freier intrazellulärer 
Calciumionen bestätigte sich eine eindeutig gehemmte Aktivierung der Akrosomreaktion als 
auch der Apoptose unter allen drei Induktoren („∆CD46“, Abbildung 39 bis Abbildung 41, 
S. 96, 97, 99). Auch unter diesen Bedingungen konnte eine hohe Abhängigkeit der 
aktivierten Akrosomreaktion und den Markern der Apoptose festgestellt werden und zwar für 
jeden einzelnen Induktor („∆CD46“, Tabelle 39 bis Tabelle 41, S. 96, 98, 100). Auf dieser 
Grundlage kann davon ausgegangen werden, dass beide Prozesse über den Anstieg der 
iCa++-Konzentration miteinander gekoppelt sind. 
Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen der unter oxidativem Stress ausgelösten 
Apoptose (Abbildung 21, S. 72). Denn ausschließlich unter Verwendung von 0,25 mM H2O2 
und der dadurch erfolgenden Generierung von ROS (Reactive Oxygen Species), ließ sich 
keine eindeutige Wirkung auf die Aktivierung der Akrosomreaktion nachweisen. Ein 
möglicher Grund dafür wäre, dass ROS die iCa++-Konzentration nicht beeinflusst. Zwar sind 
für die Initialisierung der Kapazitation und somit der Reifung der Spermien geringe ROS-
Konzentrationen notwendig (de Lamirande E. et al. 1997). Jedoch bereiten sie die Spermien 
nur auf die Akrosomreaktion vor und lösen diese aber nicht aus. Dafür bedarf es dem 
initialen Schritt des anhaltenden Anstiegs der iCa++-Konzentration. Dieser wird jedoch nicht 
über ROS gesteuert und bleibt damit aus (Abou-Haila und Tulsiani 2009). Ein weiterer 
Grund könnte ein oxidativer Schutzmechanismus aus Antioxidantien sein, welche die 
Spermien vor einer Akrosomreaktion und der Aktivierung der Apoptose schützen (Bejarano 
et al. 2012, Tripathi und Jena 2008). Das Ausbleiben einer Akrosomreaktion konnte auch mit 
Hilfe der ultramorphologischen Untersuchungen nachgewiesen werden, welche mit den 
molekularbiologischen Ergebnissen übereinstimmen (Abbildung 34, S. 91). Damit zeigt sich, 
dass 0,25 mM H2O2 innerhalb einer 15 minütigen Inkubation keine Aktivierung der 
Akrosomreaktion verursacht.  
Weiterführende Studien zeigten jedoch, dass bei mature kapazitierten Spermien eine 
Konzentration von 2 mM H2O2 zu einer signifikanten Auslösung der Akrosomreaktion und 
Apoptose führen (Abbildung 37, S. 93). Im Vergleich zur mitochondrial- und 
Calciumspeicher-vermittelten sowie Calciumstress-getriggerter Apoptose kam es jedoch zu 
einer sehr viel ineffizienteren Auslösung beider Mechanismen. Vor allem die 
Akrosomreaktion wurde nur geringfügig aktiviert. Zwar zeigte ein blockierter Anstieg der 
iCa++-Konzentration während der H2O2-Behandlung eine signifikante Hemmung der 
Aktivierung der Akrosomreaktion, doch gilt es diese Signifikanz in Frage zu stellen. Die 
Aktivität senkte sich dabei nur um 2 %, von circa 5 % auf circa 3 %, ab (Abbildung 42, 
„∆CD46“, S. 101). Auch bei der Betrachtung der Marker der Apoptose fällt deutlich auf, dass 
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diese durch den Block des Anstiegs der iCa++-Konzentration nicht signifikant beeinflusst 
werden. Diese Erkenntnisse stimmen mit denen der Akrosomreaktion überein. 
Schlussfolgernd lässt sich festhalten, dass infolge oxidativen Stresses zwar Apoptose 
induziert wird, diese jedoch nicht Calcium-abhängig ist und vermutlich durch unspezifische 
Schäden an den Zellen ausgelöst wurde. Aufgrund des nicht erfolgenden Anstiegs der iCa++-
Konzentration findet keine Akrosomreaktion statt. Bestätigt wird diese Annahme durch das 
Fehlen von Korrelationen der Akrosomreaktion („∆CD46“) mit den Apoptose-
kennzeichnenden Markern „∆MMP-Schäden“, „∆CP9“, „∆CP3“, „∆TUNEL“ und „∆PI“ (Tabelle 
42, S. 101). 
5.3.1 Biologische Bedeutung 
Der Nachweis einer Calcium-bedingten Koaktivierung der Mechanismen Akrosomreaktion 
und Apoptose lässt deren Bedeutung neu interpretieren. Bisher war bekannt, dass die 
Akrosomreaktion durch einen iCa++-Anstieg ausgelöst werden kann und ein, an die 
Kapazitation angeschlossener Reifungsprozess ist (Zhang et al. 2010). Wobei die 
Kapazitation bereits ein stark Calcium-abhängiger Prozess ist (Bejarano et al. 2008). Bei der 
Bindung des Spermiums an die Zona pellucida der Oozyte kommt es zu einer Ausschüttung 
von Calciumionen aus internen Speichern, einem Anstieg der iCa++-Konzentration und der 
irreversiblen Induktion der Akrosomreaktion (Furuya et al. 1992, Leyton und Saling 1989, Liu 
und Baker 1996a, Liu und Baker 1996b, Tesarik 1985). Aufgrund der Erkenntnisse der 
vorliegenden Arbeit kann davon ausgegangen werden, dass infolge einer anhaltend hohen 
iCa++-Konzentration eine Aktivierung der Apoptosekaskade eintritt und eine Art 
Alterungsprozess der Spermatozoen darstellt. An dessen Beginn stünde die Kapazitation, 
welche die Spermien anfänglich vor der Auslösung einer Spontanaktivierung der 
Apoptosekaskade schützt (Grunewald et al. 2009b). Infolge der permanent ansteigenden 
iCa++-Konzentration und der Aktivierung der Akrosomreaktion kommt es zu einer 
Überschreitung der Schutzkapazität und einer Induktion der Apoptose. Somit stünde den 
ejakulierten Spermatozoen eine gewisse Zeit zur Verfügung, in der sie die Oozyte erreichen 
und befruchten können. Mit Ablauf dieses Zeitfensters setzt langsam eine Aktivierung der 
Apoptose ein und führt zu einem stillen Tod aller, nicht an der Befruchtung teilnehmenden 
Spermatozoen. Damit wären die Voraussetzungen für einen nicht-inflammatorischen 
Recyclingprozess durch Makrophagen gegeben und apoptotische Spermien könnten über 
eine instruierte Phagozytose aus dem weiblichen Genitaltrakt entfernt werden (Kurosaka et 
al. 2003). Des Weiteren könnte ein erhöhter intrazellulärer Calciumanstieg durch erhebliche 
Schädigungen der Mitochondrien erfolgen sowie die Akrosomreaktion und Apoptose über 
einen beschleunigten Alterungsprozess auslösen (Wang 2001). Dadurch könnten stark 
geschädigte Spermien bereits frühzeitig daran gehindert werden am Befruchtungsprozess 
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teilzunehmen und über die Phagozytose aus dem weiblichen Genital entfernt werden. Für 
diese zwei Theorien des Alterungsprozesses sprechen zusätzlich die bisherigen 
Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen. Wonach zum einen ein anhaltender Anstieg der 
iCa++-Konzentration zur Initiation der Apoptose führt und zum anderen eine reduzierte 
Motilität, der Verlust des MMPs, eine reduzierte Antioxidanzkapazität, die Externalisierung 
von Phosphatidylserin sowie der Verlust der Plasmamembranintegrität, die Aktivierung von 
Caspasen und ein Einsetzen der DNA-Fragmentation nach sich zieht (Kang et al. 2012, 
Marchetti et al. 2004, Paasch et al. 2004b, Zhou et al. 2009). Auch die sinkenden 
Fertilitätsraten bei Spermien mit aktivierten Caspasen und reduzierter Motilität sprechen für 
einen aktiven Ausschluss dieser betroffen Spermien aus dem Fertilisationsprozess und 
einem gesteuerten Zelltod (Grunewald et al. 2009c). 
5.4 Aspekt der Spermienreife im Rahmen der Apoptose 
Beim Vergleich maturer und immaturer Spermien ergaben sich erhebliche Unterschiede in 
der Ausprägung der beobachteten ultramorphologischen Veränderungen. Native immature 
Spermien wiesen durchgehend erhöhte Apoptose-typische Veränderungen auf (Abbildung 
29, S. 84). Deren Ursache könnte zum einen in der niedrigeren Kondensation der DNA 
liegen, die in einem nicht vollständigen Austausch von Histonen durch Protamine begründet 
ist (Rybar et al. 2011, Sellami et al. 2013, Talebi et al. 2008). Zum anderen ist es möglich, 
dass eine unvollendete Differenzierung und damit verbunden überschüssiges Zytoplasma 
die Mitochondrien vorschädigt. Immature Spermien zeigten daher auch generell eine höhere 
Suszeptibilität gegenüber den Apoptoseinduktoren. Ein Beleg dafür ist der durchgängig 
hochprozentuale Anteil an immaturen Spermien mit der Ausprägung „Blasenbildung an der 
Membran“, welche selbst bei den unbehandelten Kontrolle mit ca. 30 % viel stärker 
ausgeprägt war als bei maturen Spermien. „Kernhülldefekte“ treten bei immaturen Spermien 
nach Apoptoseinduktion nur selten auf. Gründe dafür könnten die niedrigere Packdichte des 
Chromatins bei diesen Spermien und eine schwache Verankerung des Chromatins in der 
Kernhülle sein. Wobei die Kernhülle zu dieser Zeit bereits vom Chromatin entkoppelt 
vorliegen könnte. 
5.5 Aspekt der Reife und des Kapazitationsstatus im Rahmen 
der Apoptose 
Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen deutlich, dass mature kapazitierte 
Spermatozoen geringere Vorschäden der Kontrollwerte aufweisen als nicht-kapazitierte 
Spermienaliquote (Abbildung 37, S. 93). Dies lässt sich durch den höheren Reifegrad und 
die durchgeführte in vitro Kapazitation der maturen Spermien begründen (Paasch et al. 
2004c). Die genaue Wichtung beider Vorgänge kann jedoch nur spekuliert werden, da beide 
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Vorgänge einen erheblichen biochemischen Einfluss auf Spermatozoen haben und bedingt 
durch den Versuchsaufbau im Rahmen dieser Arbeit nicht einzeln betrachtet werden 
können.  
Aufgrund des Reifeprozesses Kapazitation erlangen die Spermien die Fähigkeit den 
Apoptosemechanismus in einem gewissen Maße zu beeinflussen und umzukehren 
(Grunewald et al. 2009a). Gegenüber den Apoptoseinduktoren Betulinsäure, Thapsigargin 
und Calciumionophor zeigen mature, kapazitierte Spermien das gleiche Verhalten wie nicht-
kapazitierte Spermien. Jedoch löst eine niedrigere Konzentration an Thapsigargin (20 µM 
anstelle von 50 µM) bei maturen kapazitierten Spermien eine höhere Aktivierung aller 
Apoptosemarker aus. Dies könnte darin begründet liegen, dass die nicht-kapazitierten 
Spermienproben, im Gegensatz zu den kapazitierten Proben, aus einem Gemisch aus 
maturen und immaturen Spermatozoen bestanden. Die immaturen Spermatozoen könnten 
eine geringere Empfindlichkeit gegenüber Thapsigargin oder eine erhöhte intrazelluläre 
Calciumkonzentration aufweisen als mature Spermien. Eine Folge dessen wäre, dass eine 
höhere Dosis an Thapsigargin eingesetzt werden muss, um apoptotische Reaktionen bei 
diesen Spermien zu initiieren. Eine erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration bei 
immaturen Spermien würde mit Beobachtungen bei Asthenozoospermie Patienten 
übereinstimmen (Espino et al. 2009). Bei der Untersuchung maturer, kapazitierter Spermien 
wurden auch die Calciumionophorkonzentration und die zugegebene Konzentration an 
extrazellulären Calciumionen vermindert. So war die verwendete CaI-Konzentration nur 
noch 1/3 und die der extrazellulären Calciumionen nur noch 1/60 der anfangs eingesetzten 
Konzentration bei nicht-kapazitierten Spermien. Trotzdem waren die gemessen Werte für 
MMP-Schäden, CP-9, CP-3, PI und die Aktivierung der Akrosomreaktion nur geringfügig 
niedriger. Damit bestätigen diese Ergebnisse ebenso die Annahme der geringeren 
Empfindlichkeit immaturer Spermien gegenüber erhöhten iCa++-Konzentrationen. Eine 
andere Theorie wäre, dass vor der Kapazitation aktivierte Apoptosevorgänge durch den 
Reifungsprozess behoben werden (Grunewald et al. 2009a). Nach der Kapazitation könnten 
die Spermien dann jedoch vor allem eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Calcium als 
Apoptosestimuli aufweisen. In einer letzten Versuchsdurchführung wurde die H2O2-
Konzentration bei der Untersuchung maturer, kapazitierter Spermien stark erhöht. So konnte 
geprüft werden, ob diese Spermienpopulationen auf oxidativen Stress mit Apoptose 
reagieren oder ob es einzig zu einer Erhöhung an membrangeschädigten Spermien kommt. 
Die Untersuchung zeigte, dass unter der sehr hohen Konzentration von 2 mM H2O2 nicht nur 
Membranschäden eintraten, sondern es auch zu einer Aktivierung aller Apoptose-typischen 
Marker kam. 
Diese Ergebnisse und die der Testungen bei nicht-kapazitierten Spermien lassen über die 
Ursache der Unterschiede spekulieren. Eine mögliche Ursache könnte die Konzentration 
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von 0,25 mM H2O2 sein, welche über einen Zeitraum von 15 Minuten keinen oxidativen 
Stress bei humanen Spermatozoen auslöst. Die Spermien verfügen durch ihr Repertoire an 
Antioxidantien über einen effektiven Schutzmechanismus, der es ihnen ermöglicht unter 
diesen Bedingungen zu bestehen. Ein anderer Grund könnte die höhere Suszeptibilität der 
kapazitierte Spermien gegenüber ROS sein. Gravierender sind die Unterschiede aller 
Induktoren bei der Auslösung von DNA-Fragmentationen bei nicht-kapazitierten Spermien 
im Vergleich zu maturen, kapazitierten Spermien. Bei Letzteren wurde die Untersuchung der 
DNA-Fragmentation erst nach einer Modulationsphase von 3 h gemessen, was eine 
signifikante Zunahme an Spermien mit erhöhter DNA-Fragmentation nach sich zog. Wie von 
mehreren Wissenschaftlern bereits beschrieben wurde, kommt es bei Spermien mit hoher 
Wahrscheinlichkeit zu einer früh-apoptotischen und einer spät-apoptotischen DNA-
Fragmentierung (Aitken et al. 2013, Kodama et al. 1997, Smith et al. 2013, Sotolongo et al. 
2005). Beide unterscheiden sich in der Art der eintretenden Schäden. Während der früh-
apoptotischen DNA-Fragmentierung verursacht oxidativer Stress Einzelstrangbrüche. Diese 
so genannten AP-Stellen in der Spemien-DNA sind mit der TUNEL-Methode nicht 
nachweisbar und könnten die Ursache für die geringen DNA-Fragmentationswerte bei den 
nicht-kapazitierten, Apoptose-induzierten Spermien sein. Jedoch destabilisieren die 
Einzelstrangbrüche stark die DNA und können zu anschließenden Doppelstrangbrüchen 
führen. Diese lassen sich dann mittels TUNEL-Methode als spät-apoptotische DNA-
Schäden erkennen. Auch Nukleasen, welche bereits in der DNA integriert sind und über die 
Caspasenkaskade aktiviert werden, könnten ein weiterer Grund für die spät-apoptotische 
DNA-Fragmentation sein (Koppers et al. 2011). Die Vorschädigungen der DNA durch 
oxidativen Stress könnten dabei eine große Rolle spielen und die Voraussetzung einer 
effektiven Aufspaltung der DNA in Doppelstrangbrüche sein sowie die zeitliche Verzögerung 
des Auftretens dieser DNA-Schäden begründen. 
5.6 Auswirkung einer minimierten intrazellulären 
Calciumionenkonzentration 
Die Minimierung von Calciumionen als „second messenger“ bewirkte eine signifikante 
Schädigung des MMPs, eine Aktivierung der Caspase-9, eine minimale aber signifikante 
Erhöhung des prozentualen Anteils an Spermien mit Plasmamembranschäden und eine 
aktivierte Akrosomreaktion (Abbildung 38, S. 94). Diese geringfügigen Veränderungen 
beschreiben die Suszeptibilität der maturen, kapazitierten Spermien gegenüber 
Veränderungen der intrazellulären Calciumkonzentration und führten zu Stressreaktionen. 
Eine eindeutige Apoptoseinduktion wurde dadurch jedoch nicht hervorgerufen, da weder 
eine Aktivierung der Caspase-3 noch Schäden der spät-apoptotischen DNA-Fragmentation 
eintraten. Eine 15 Minuten spätere Freisetzung der Chelator-gebundenen Calciumionen und 
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der Rückversetzung der intrazellulären Calciumkonzentration auf den normalen 
physiologischen Grundzustand, bewirkte eine signifikant höhere Ausbildung der oben 
beschriebenen apoptotischen Merkmale und die Aktivierung der Caspase-3. Diese 
hervorgerufenen Veränderungen sind Ausdruck zellulären Stresses. Sie könnten eine 
Antwort auf die wechselnden intrazellulären Calciumkonzentrationen oder die Folge einer 
noch nicht beschriebenen Apoptosesuszeptibilität von Spermien gegenüber 
niederenergetischem UVA-Licht sein. Eine Auslösung der Apoptose-typischen DNA-
Fragmentation trat jedoch nicht ein. Bei einer drastischen Minimierung der Calciumionen 
wurden die Spermien unter erheblichen Stress gesetzt (Abbildung 38, S. 94). Es kam infolge 
dessen zu einer hoch signifikanten Auslösung von Apoptose bei den betroffen maturen, 
kapazitierten Spermien. Dabei wies eine signifikant erhöhte Anzahl an Spermien 
spät-apoptotische DNA-Fragmentationen auf. Das bedeutet, dass nicht nur eine erhöhte 
intrazelluläre Calciumkonzentration sondern auch ein extrem niedriger intrazellulärer 
Calciumspiegel bei maturen kapazitierten Spermien Apoptose auslöst. Dies bestätigt die 
Annahme, dass Apoptose über weitere, nicht von Calciumionen abhängige Signalwege 
verfügt, welche durch einen Stresszustand der Zellen ausgelöst werden. Eine Variante wäre 
dabei der mitochondrial-vermittelte Signalweg der Apoptose. Der Entzug intrazellulärer 
Calciumionen könnte dazuführen, dass eine Schädigung der Mitochondrien eintritt, 
Cytochrom C in das Zytosol abgegeben wird und darüber hinaus die weitere Signalkaskade 
der Apoptose induziert wird. Als Beleg für diese Annahme dient der hochsignifikante Anstieg 
der MMP-Schäden, der Caspasen 9 und 3 Aktivität, der Plasmamembranschäden (PI) und 
der spät-apoptotischen DNA-Fragmentation (TUNEL; Abbildung 38, S. 94). Während des 
Entzugs des intrazellulären Calciums wurde gleichzeitig auch eine signifikante Aktivierung 
der Akrosomreaktion ausgelöst (Abbildung 38, S. 94). 
Ein möglicher Anlass könnte einerseits die an einen Anstieg der iCa++-Konzentration 
gebundene Aktivierung der Akrosomreaktion sein. Andererseits ist auch eine von der 
Absenkung der zur Verfügung stehenden Calciumionen in den internen Speichern 
abhängige Aktivierung als Ursache denkbar. 
Außerdem kommen eine allgemeine Schädigung der Spermien und deren Membran, infolge 
des drastischen Entzugs an intrazellulären Calciumionen, als weiterer Grund in Frage. Dies 
könnte vermehrte Schäden an den Plasmamembranen (PI) und eine Pseudoaktivierung der 
Akrosomreaktion verursachen. Infolge der Plasmamembranschäden könnten die CD46-
Antikörper, welche zum Nachweis der Akrosomreaktion eingesetzt werden, zu ihren 
intrazellulären Erkennungsstellen gelangen und ein Signal verursachen, welches die 
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Neueste andrologische Forschungsarbeiten belegen, dass das Auftreten einzelner, 
Apoptose-typischer Veränderungen bei humanen Spermatozoen deren Fertilitätspotenzial 
erheblich einschränken kann. Jedoch ist nicht geklärt, ob es sich hierbei nur um einen 
abortiven Zelltod als Zeichen einer Reifungsstörung während der Spermatogenese handelt 
oder ob Apoptose auch in reifen Spermatozoen induzierbar und vollständig funktionsfähig 
ist. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, diesen Sachverhalt sowohl 
elektronenmikroskopisch als auch biochemisch zu prüfen und mögliche Kopplungen an die 
Akrosomenreaktion der Spermien zu untersuchen.  
6.1 Ultramorphologischer Beweis der Apoptose in Spermien 
Die umfangreichen Ergebnisse der durchgeführten ultramorphologischen Untersuchungen 
an ejakulierten maturen Spermien lieferten erstmalig den eindeutigen Nachweis einer 
postejakulativ induzierbaren Apoptose bei reifen humanen Spermatozoen gesunder 
Spender. Die in den 70er Jahren bei somatischen Zellen entdeckten und später als spezielle 
Kriterien für eine aktivierte Apoptose festgelegten ultramorphologischen Veränderungen 
konnten dabei für Spermien adaptiert werden. Hier zeigten sich signifikant erhöht die 
Bildung apoptotischer Körperchen, der „Zusammenbruch der inneren 
Mitochondrienmembran“ sowie „Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“ nach Stimulation 
der ejakulierten maturen Spermien mit Apoptose auslösenden Agenzien. Alle 
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Veränderungen traten in Abhängigkeit voneinander auf und beschreiben somit gemeinsam 
den programmierten Untergang von Spermatozoen. 
Zusätzlich zu den bekannten Apoptose-typischen Veränderungen wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit weitere ultramorphologische Veränderungen erfasst. Sie boten die 
Möglichkeit, andere Arbeiten mit der vorliegenden zu vergleichen. So wurde ein gehäuftes 
Auftreten von „Kopfvakuolen“ bei Apoptose-induzierten Spermien beobachtet. Dieses kann 
als eine Vorstufe der späteren „Kernfragmentierung“ eingeordnet werden und stellt damit 
eine weitere Veränderung im Zusammenhang mit Apoptose dar. Da die Beobachtung von 
„Kopfvakuolen“ auch bei einer Autoaktivierung von Apoptose bei Spermien beschrieben 
wurde, dient diese Veränderung als Bindeglied beider Arbeiten und zeigt, dass Apoptose 
sowohl durch spezifische Stimuli ausgelöst als auch autoinduziert werden kann.  
Die Ausbildung dieser ultramorphologischen Veränderungen zusammen mit dem Nachweis 
ihres voneinander abhängigen Eintretens sind fundamentale Beweise für die Induzierbarkeit 
apoptotischer Prozesse bei Spermien. Weiterführend belegen sie auch, dass offensichtlich 
unterschiedliche Signalwege der Apoptose die gleichen ultramorphologischen 
Veränderungen bei stimulierten Zellen hervorrufen. Aufgrund dieser Erkenntnisse muss die 
These einer rein abortiven Apoptose verworfen werden. 
Die Apoptose-typischen Veränderungen der Morphologie treten aber nicht nur bei maturen, 
sondern auch bei immaturen Spermien auf. Bei einem Vergleich von Spermien mit 
unterschiedlichem Reifegrad konnte aufgedeckt werden, dass immature Spermien eine 
höhere Suszeptibilität gegenüber der Induktion von Apoptose aufweisen. 
6.2 Induzierbarkeit von Apoptose in Spermien 
In diesem Komplex wurden verschiedene Signalwege der Apoptose bei ejakulierten 
Spermatozoen eingehend untersucht, um deren Induzierbarkeit zu prüfen und die 
Bedeutung des programmierten Zelltods bei Spermien zu verstehen. Gleichzeitig dienten die 
Untersuchungen als Grundlage für die Aufdeckung der Rolle der intrazellulären 
Calciumkonzentration während der Apoptoseinduktion. Dabei wurden mit Hilfe 
biochemischer und ultramorphologischer Untersuchungen neue Erkenntnisse erlangt, 
welche ein grundlegendes Verständnis dafür ermöglichen, wie ejakulierte Spermatozoen auf 
äußere Einflüsse im weiblichen Genitaltrakt oder während der assistierten Reproduktion 
reagieren können. Mit diesem Wissen soll ein Beitrag dazu geleistet werden, infertilen 
Patienten zukünftig wirksamere Therapien zu ermöglichen. 
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6.2.1 Apoptoseinduktion am Mitochondrium 
Durch den gezielten Einsatz von Betulinsäure, einem aus somatischen Zellen bekannten 
spezifischen Induktor mitochondrialer Apoptose, konnte eine Aktivierung dieses Signalwegs 
bei ejakulierten Spermatozoen erreicht werden. Biochemisch konnte dies durch die 
Disruption des mitochondrialen Membranpotenzials, der Aktivierung der Caspasen 9 und 3 
sowie einer um drei Stunden verzögerten spät-apoptotischen DNA-Fragmentation, welche 
durch Doppelstrangbrüche des Chromatins gekennzeichnet ist, nachgewiesen werden. 
Anschließende ultramorphologische Untersuchungen zum Auftreten Apoptose-typischer 
Veränderungen bestätigten diese Erkenntnisse und zeigten signifikant sowohl das Eintreten 
früh-apoptotischer Merkmale wie der „Zusammenbruch innerer Mitochondrienmembran“ und 
„Blasenbildung an der Membran“ als auch spät-apoptotische Merkmale wie 
„Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“.  
Die auf diesen Ergebnissen aufbauende Untersuchung einer Beteiligung von Calciumionen 
an der Auslösung dieses Apoptosesignalwegs deckte auf, dass mitochondrial-vermittelte 
Apoptose primär unabhängig von Calciumionen abläuft, aber sekundär durch einen Anstieg 
der intrazellulären Calciumkonzentration eine verstärkte Effektivität aufweist. Somit kann der 
Signalweg der mitochondrial-vermittelten Apoptose bei ejakulierten Spermien vollständig 
induziert werden, wobei er anfänglich durch den Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotenzials ausgelöst wird. Daran schließen sich der Austritt von Cytochrom C in 
den intrazellulären Raum und die dadurch verursachte Aktivierung der Caspasen 9 und 3 
an. Schlussendlich kommt es dann zur Fragmentation der DNA, welche die betroffenen 
Zellen für eine nicht-inflammatorische Phagozytose durch Makrophagen vorbereitet. Einzig 
die Ursache für die verzögerte DNA-Fragmentation ist bei diesem Ablauf noch nicht 
vollständig geklärt. So könnte sie entweder als Spätfolge einer durch oxidativen Stress 
erfolgte Destabilisierung der DNA eintreten oder durch perimortal aktivierte und bereits in 
der Chromatinstruktur integrierte Endonukleasen stattfinden. 
6.2.2 Interne Calciumspeicher-vermittelte Apoptose 
Neben der mitochondrial-vermittelten Apoptose wurde erstmals die Induktion von Apoptose 
durch den Ausstoß von Calcium aus internen Calciumspeichern in den intrazellulären Raum 
bei ejakulierten Spermatozoen bewiesen. Unter Einsatz von Thapsigargin wurde ein Anstieg 
der intrazellulären Calciumkonzentration eingeleitet. Dies initiierte die Aktivierung der 
Caspase 9 und 3 und das Einsetzen der spät-apoptotischen DNA-Fragmentation. Diese 
Beobachtungen verweisen auf das aus somatischen Zellen bekannte Modell der 
Apoptoseaktivierung über Calpain und dessen primären Initiator Calcium. Die Aktivität der 
im Zytoplasma ansässigen Protease wird dabei direkt durch den Calciumanstieg gesteuert 
und führt zur nachfolgenden Aktivierung der Caspase-4. Über diese Initiatorcaspase kommt 
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es anschließend zur bewiesenen Aktivierung der Apoptosekaskadenbestandteile Caspase-9 
und -3 sowie der DNA-Fragmentation. Da auch ein Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotenzials als Folge des intrazellulären Calciumanstiegs aufgezeigt wurde, kann 
von einer Koaktivierung des unabhängigen mitochondrial-vermittelten Apoptosesignalwegs 
durch die hier beschriebene Signaltransduktion ausgegangen werden. 
Das Vorhandensein dieses internen Calciumspeicher-vermittelten Apoptosesignalwegs bei 
ejakulierten Spermien kann eindeutig durch die Beobachtung Apoptose-typischer 
Veränderungen der Morphologie nach spezifischer Induktion des Calciumausstoßes aus 
diesen Speichern belegt werden. Weitere Untersuchungen zur Abhängigkeit des 
Apoptosesignalwegs vom Anstieg des intrazellulären Calciumlevels zeigten, dass bei einem 
geblockten Ausstoß des Calciums aus den internen Speichern eine drastische Hemmung 
der gesamten Apoptosekaskade eintritt. Es kam dabei zu einer minimierten Schädigung des 
mitochondrialen Membranpotenzials, einer reduzierten Aktivierung der Caspasen bis hin zur 
Hemmung der DNA-Fragmentation. Dies ist ein eindeutiger Beleg für eine direkte 
Abhängigkeit der internen Calciumspeicher-vermittelten Apoptose von Calcium und dessen 
intrazellulären Anstiegs. 
6.2.3 Calciumstress-getriggerte Apoptose durch Zufuhr extrazellulärer 
Calciumionen 
Die Zufuhr von extrazellulärem Calcium unter Verwendung von Calciumionophor wurde 
bisher immer zur Auslösung des Reifungsprozesses Akrosomreaktion bei ejakulierten 
Spermien herangezogen. Bei der vorliegenden Arbeit wurde jedoch untersucht, ob die 
Aktivität eines Calcium-getriggerten Apoptosesignalwegs durch diese Behandlungsmethode 
ebenfalls initialisiert werden kann. Biochemisch konnte dies eindeutig nachgewiesen 
werden, wobei eine direkte und signifikante Aktivierung der Initiatorcaspase-9 und der 
Effektorcaspase-3 sowie ein deutliches Eintreten der spät-apoptotischen DNA-
Fragmentation stattfand. Diese Induktion der Apoptosekaskade ähnelte sehr stark dem 
Signalweg der über interne Calciumspeicher-vermittelten Apoptose und zeigte ebenso eine 
Koaktivierung der mitochondrial-vermittelten Apoptose, auf die der immense 
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenzials hinweist. Die biochemischen 
Beweise zur Induktion einer Calciumstress-getriggerten Apoptose bei ejakulierten 
Spermatozoen ließen sich durch ultramorphologische Beobachtungen zusätzlich belegen. 
So traten nach der Zufuhr extrazellulärer Calciumionen sowohl die frühen Apoptose-
typischen Veränderungen „Blasenbildung an der Membran“ und „Zusammenbruch der 
inneren Mitochondrienmembran“ als auch die typischen spät-apoptotischen Veränderungen 
„Kernfragmentierung“ und „Kernhülldefekte“ signifikant häufiger auf. Mit Hilfe dieser 
Erkenntnisse zeigt sich, dass bei ejakulierten Spermatozoen eine Calciumstress-getriggerte 
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Apoptose stattfinden kann, welche unabhängig von der Herkunft der Calciumionen abläuft. 
Auch eine klare Abhängigkeit der Initiation dieses spezifischen Apoptosesignalwegs vom 
intrazellulären Calciumanstieg wurde bewiesen. So sanken die Aktivierung der Caspasen 
sowie die Schädigung des mitochondrialen Membranpotenzials und das Vorkommen von 
DNA-Fragmentationen infolge einer geblockten Zunahme des intrazellulären 
Calciumspiegels und des dadurch ausbleibenden Konzentrationsanstiegs massiv ab. 
6.2.4 Einfluss von oxidativem Stress 
Bei den Untersuchungen zum Einfluss oxidativen Stresses konnte gezeigt werden, dass 
ejakulierte Spermien über einen konzentrationsabhängigen oxidativen Schutzmechanismus 
verfügen. Dieser bietet einen effektiven Schutz vor der Initiation von Apoptose infolge einer 
15-minütigen Behandlung mit bis zu 0,25 mM H2O2. Die behandelten Zellen wiesen weder 
biochemische noch ultramorphologische Veränderungen auf. Bei Konzentrationen von 2 mM 
H2O2 und höher wird dieser Mechanismus jedoch außer Kraft gesetzt und eine oxidative 
Stress-bedingte Apoptosesignalkaskade aktiviert. Dabei kommt es wahrscheinlich durch 
oxidativen Stress zur Störung der Atmungskette und zu einer Beeinflussung der 
Mitochondrien. Der nachgewiesene Zusammenbruch des mitochondrialen Membran-
potenzials führt im Anschluss zu einem langsamen Austritt von Cytochrom C in den 
intrazellulären Raum und zu einer verzögerten Initiation des mitochondrial-vermittelten 
Apoptosesignalwegs. Gleichzeitig kann der oxidative Stress bereits destabilisierend auf die 
DNA der Spermatozoen wirken und früh-apoptotische Einzelstrangbrüche verursachen. Die 
Auslösung dieser apoptotischen Veränderungen tritt völlig unabhängig von Calcium und 
dessen intrazellulärer Konzentration auf, so dass die Aktivität der einzelnen Komponenten 
sich unbeeinflusst durch die Blockade der Calciumionen zeigte. 
6.3 Interaktion von Apoptose und Akrosomreaktion 
Mehrere Untersuchungen zur Apoptose zeigten, dass nicht nur wichtige Elemente der 
apoptotischen Signalwege bei ejakulierten Spermien ausgelöst werden können, sondern 
gleichzeitig eine Aktivierung der Akrosomreaktion eintritt. Die Aktivität beider Mechanismen 
wird dabei über Calcium und dessen intrazelluläre Konzentration reguliert. Da jedoch die 
Aktivität des programmierten Zelltods nicht ausschließlich durch Calcium induziert wird, 
herrscht während der Aktivität jedes einzelnen Apoptosesignalwegs eine unterschiedliche 
intrazelluläre Calciumkonzentration. Dies hat zur Folge, dass die Akrosomreaktion durch die 
einzelnen Apoptosesignalwege unterschiedlich effektiv induziert wird. Die vorliegenden 
Untersuchungen belegen, dass die Akrosomreaktion über einen zwingend stattfindenden 
intrazellulären Calciumanstieg immer eine Induktion der Apoptose auslöst. Daraus lässt sich 
eine wesentliche biologische Bedeutung der Apoptose in reifen ejakulierten Spermien 
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ableiten. Ausgelöst durch den Eintritt der Spermatozoen in den weiblichen Genitaltrakt 
kommt es zu einem stetigen Anstieg der Konzentration an Calcium im Zytoplasma der 
Spermatozoen. Dieser führt über die anfängliche Auslösung des Reifungsprozesses 
Kapazitation und der anschließenden Aktivierung der Akrosomreaktion zur unwiderruflichen 
Induktion der Apoptose. Durch die Aneinanderreihung dieser Prozesse ergeben sich zwei 
gravierende Vorteile. Zum einen verschafft es den Spermien ein Zeitfenster, um die Oozyte 
der Frau zu fertilisieren. Zum anderen ermöglicht es dem weiblichen Organismus, die nicht 
an der Fertilisation teilnehmenden Spermatozoen phagozytotisch und nicht-inflammatorisch 
zu entfernen. Somit stellt die Apoptose bei ejakulierten Spermatozoen eine Art 
seneszierende Zelltodform dar. Die Theorie einer rein abortiven Apoptose humaner 
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